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RESUMO 
Neste trabalho estudamos os padrões filogeográficos de duas espécies de 
aranhas do gênero Araneus (Araneidae) visando contribuir para o entendimento da 
biogeografia da região Neotropical. Para as duas espécies, realizamos estimativas de 
diversidade e estrutura genética, redes de haplótipos, inferências filogenéticas e 
análises demográficas utilizando um marcador mitocondrial (Citocromo Oxidase I, COI) 
e um nuclear (Internal Transcribed Subunit II, ITS2); e apresentamos os resultados em 
dois manuscritos. No primeiro, “Pleistocene niche stability and lineage diversification in 
the subtropical spider Araneus omnicolor”, testamos a influência das oscilações 
climáticas do Quaternário sobre a demografia de A. omnicolor, uma espécie restrita à 
porção subtropical da América do Sul. Modelagens paleoclimáticas indicaram que a 
distribuição de A. omnicolor permaneceu estável ao longo do Pleistoceno tardio. Além 
disso, a comparação entre 14 modelos demográficos por meio de Approximate 
Bayesian Computation (ABC) apontou como mais provável o modelo de panmixia com 
estabilidade, embora as demais análises demográficas tenham indicado expansão 
recente, sugerindo um cenário complexo para a espécie. No segundo manuscrito, 
“Filogeografia de Araneus venatrix”, analisamos os padrões filogeográficos de A. 
venatrix, que ocorre em ambientes úmidos em toda a região Neotropical (Amazônia, 
Mata Atlântica e matas de galeria localizadas na diagonal seca entre esses biomas). 
Detectamos uma profunda divergência entre um clado restrito ao sul da Mata Atlântica e 
outro distribuído em todo o restante do Brasil datada do Mioceno tardio. Os resultados 
indicam que a expansão do Cerrado e consequente separação das florestas úmidas 
coincidem com um progressivo esfriamento e ressecamento ao longo do Terciário, 
viii 
 
ainda que certa conectividade entre esses biomas tenha permanecido. As análises 
mostraram que as populações da porção norte na Mata Atlântica são geneticamente 
mais semelhantes às da Amazônia do que às da porção sul, indicando que os 
processos ligados à diversificação de linhagens desses dois biomas não são 
completamente independentes.  Este trabalho mostrou que estudos com táxons de 
ampla ocorrência geográfica contribuem com informações importantes sobre a história 
das florestas úmidas Neotropicais. Os dois manuscritos sugeriram cenários intrigantes 
para a América do Sul e revelam a importância de mais trabalhos com organismos 
como as aranhas, muito abundantes e ainda pouco explorados nos Neotrópicos. 
Nossos resultados contribuem para o conhecimento geral do grupo e também a 
compreensão da história biogeográfica da região Neotropical. 
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ABSTRACT 
In this work, we have studied the phylogeographic patterns of two Araneus 
(Araneidae) spiders to contribute to the knowledge of the biogeography of the 
Neotropical region. We have estimated the genetic diversities, population structures, 
haplotype networks, phylogenetic inferences and the demographic histories of both 
species using one mitochondrial (Cytochrome Oxidase I, COI) and one nuclear (Internal 
Transcribed Subunit II, ITS2) marker, and the results are presented in two separate 
manuscripts. In the first, “Pleistocene niche stability and lineage diversification in the 
subtropical spider Araneus omnicolor”, we have tested the influence of the Quaternary 
climate oscillations on the demography of A. omnicolor, a species restricted to South 
American subtropical region. The paleoclimate modeling indicated that A. omnicolor’s 
distribution remained stable during the Late Pleistocene. Besides, the comparison 
among 14 demographic models through an Approximate Bayesian Computation (ABC) 
approach pointed to panmixia with stability as the most probable model, although the 
other demographic analyses had indicated recent expansion, suggesting a complex 
scenario for this species. In the second manuscript, “Filogeografia de Araneus venatrix”, 
we analyzed the patterns of A. venatrix, a species that occurs in humid Neotropical 
environments (Amazonia, Atlantic Forest and gallery forests located in the dry diagonal 
between these biomes). We have detected a deep divergence between a clade 
restricted to Southern Atlantic Forest and the other, distributed in all other Brazilian 
regions, on Late Miocene. These results suggest that the expansion of Cerrado biome 
and the consequent split of rainforests are coincident with a progressive cooling and 
dryness that occurred during the Tertiary, although some degree of connectivity 
x 
 
between these biomes had remained until today. The analyses showed that the northern 
Atlantic Forest populations are genetically more similar to Amazonian populations than 
to the ones from southern Atlantic Forest, indicating that the processes related to the 
lineages diversification in these biomes are not completely independent. This work has 
showed that studies focused on widely distributed taxa contribute with important 
information regarding the history of Neotropical rainforests. Both manuscripts suggest 
intriguing scenarios for South America and reveal the importance of more research with 
organisms like spiders, which are abundant but scarcely explored in Neotropics. Our 
results contribute to the general knowledge of the group and also to a better 
comprehension of the biogeographic history of Neotropical region. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
Filogeografia como ferramenta para o estudo da biodiversidade 
Neotropical 
A região Neotropical é formada por um mosaico de biomas, com fitofisionomias 
que variam desde florestas úmidas até ambientes mais secos como savanas, florestas 
sazonalmente secas e desertos (Ab’Saber 1977; Carvalho & Almeida 2011). Estes 
biomas estão entre as áreas mais biodiversas do planeta, sendo alguns deles 
considerados prioridades mundiais para conservação (Myers et al. 2000; Antonelli & 
Sanmartín 2011); porém, os eventos relacionados à diferenciação desses domínios 
biogeográficos e suas biotas ainda são pouco compreendidos. 
Alguns autores sugerem que oscilações climáticas, principalmente as que 
ocorreram no Quaternário, teriam propiciado ciclos de retração e expansão de florestas 
e savanas, favorecendo uma intensa diversificação de linhagens e a especiação 
alopátrica de muitos táxons Neotropicais. Essa hipótese, proposta inicialmente por 
Haffer (1969) para explicar a origem da biodiversidade amazônica, ficou conhecida 
como ‘teoria de refúgios’ e foi aplicada para explicar os padrões de distribuição de 
diversos grupos, especialmente aves e lagartos (Haffer 1969; Vanzolini & Williams 
1981; Hooghiemstra & Van Der Hammen 1998). Entretanto, estudos paleoecológicos 
questionaram a validade dessa teoria (Colinvaux et al. 2000; Bush & Oliveira 2006), e 
diversos trabalhos propuseram que eventos geotectônicos iniciados no Terciário (como 
o soerguimento dos Andes, o fechamento do Istmo do Panamá e a reorganização da 
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bacia Amazônica) teriam contribuído de maneira mais contundente para a origem das 
espécies nos Neotrópicos (Hoorn et al. 2010; Rull 2011). 
 Recentemente, os avanços nos métodos de obtenção e análise de dados 
moleculares têm contribuído sobremaneira para testar essas hipóteses. Disciplinas que 
têm como base a teoria da coalescência, como a filogeografia, permitem inferências de 
eventos demográficos do passado por meio da análise das informações genéticas de 
populações atuais em uma determinada região (Avise et al. 1987). O termo filogeografia 
foi cunhado no fim da década de 80 para descrever uma ciência que uniria os campos 
da filogenética e genética de populações (Avise et al. 1987; Hickerson et al. 2010). 
Essa disciplina, baseada inicialmente em estudos do DNA mitocondrial, tem sido 
impulsionada nos últimos anos pela facilidade de desenvolvimento de um grande 
número de marcadores genéticos e de novas ferramentas metodológicas, como 
reconstruções paleoclimáticas de distribuição de espécies e testes baseados em 
simulações de modelos (Knowles & Maddison 2002; Richards et al. 2007; Carstens & 
Richards 2007; Hickerson et al. 2010). Essas abordagens integrativas permitiram a 
elaboração de hipóteses a priori a serem testadas e trouxeram maior rigor estatístico ao 
campo da filogeografia, propiciando a obtenção de resultados mais confiáveis e 
conclusões mais robustas (Knowles & Maddison 2002; Knowles 2004; Hickerson et al. 
2010).  
Apesar do aumento no número de trabalhos com filogeografia na América do Sul 
nos últimos 30 anos, eles ainda são escassos em relação a outras partes do mundo, 
principalmente ao Hemisfério Norte (Beheregaray 2008). Mesmo dentro do continente, 
existe uma grande discrepância na quantidade de estudos nos diferentes biomas e 
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regiões climáticas: 47% deles engloba apenas um bioma (principalmente Amazônia, 
Andes ou Mata Atlântica) e mais da metade (56%) se concentra em táxons de 
distribuição estritamente tropical, enquanto as porções subtropical e temperada do 
continente são menos exploradas (Turchetto-Zolet et al. 2013). Ademais, a maioria 
deles utiliza vertebrados ou plantas como modelos de estudo, enquanto outros táxons 
ainda são consideravelmente negligenciados. Os invertebrados, por exemplo, 
correspondem a apenas 13% dos estudos filogeográficos na América do Sul, sendo em 
sua maioria vetores de doenças tropicais (Turchetto-Zolet et al. 2013).  
As aranhas 
As aranhas (Ordem Araneae) compreendem uma porção significativa dos 
invertebrados terrestres e são amplamente distribuídas por todo o planeta, exceto na 
Antártida (Platnick 1995). São reconhecidas atualmente 44.906 espécies pertencentes 
a 114 famílias (Platnick 2014); porém, estima-se que possam existir de 170.000 a mais 
de 200.000 espécies no mundo todo (Coddington & Levi 1991; Penney 2013).  
Por ser um grupo megadiverso, as aranhas são muito utilizadas em estudos 
ecológicos e comportamentais (exemplos em Gonzaga et al. 2007), na investigação de 
polimorfismo de caracteres fenotípicos (como coloração, Oxford & Gillespie 1998, 
2001), entre outros. Nos últimos anos, elas também vêm sendo cada vez mais 
exploradas em estudos filogeográficos, principalmente na América do Norte (Garb & 
Gillespie 2009; Snowman et al. 2010; Croucher et al. 2012; Hedin et al. 2013; Crews & 
Gillespie 2014) e Europa (Dimitrov et al. 2008; Arnedo et al. 2009; Macías-Hernández et 
al. 2013; Krehenwinkel & Tautz 2013; Opatova & Arnedo 2014; Planas et al. 2014). 
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Entretanto, o grupo ainda é pouco utilizado para a inferência de eventos biogeográficos 
na região Neotropical. 
Oliveira et al. (2015) observaram que muitas das áreas de maior endemismo 
para aranhas são congruentes com as unidades biogeográficas brasileiras descritas 
para outros táxons, sugerindo que a distribuição desses organismos pode ter sido 
influenciada por fatores históricos, além de ecológicos (Oliveira et al. 2015).  Magalhães 
et al. (2014) publicaram recentemente um estudo no qual avaliaram o impacto das 
oscilações do Pleistoceno sobre a Caatinga a partir dos padrões genéticos e 
demográficos da aranha Sicarius cariri, endêmicas deste bioma, demonstrando que 
aranhas são bons modelos para a investigação de eventos do passado (Magalhães et 
al. 2014); porém, até o momento, este é o único estudo filogeográfico utilizando 
aranhas sul-americanas. Tendo em vista que a Ordem Araneae é uma das mais 
abundantes nos Neotrópicos e apresenta grande diversidade de preferências 
ambientais e capacidades de dispersão entre as espécies, a análise dos padrões 
demográficos de aranhas distribuídas em diferentes ambientes pode fornecer 
informações fundamentais para compreendermos a história biogeográfica da América 
do Sul. 
O gênero Araneus nos Neotrópicos 
O gênero Araneus (Clerck 1757) pertence à família Araneidae e destaca-se 
como um dos mais abundantes da Ordem Araneae, com aproximadamente 680 
espécies no mundo todo (exceto na Austrália e na Nova Zelândia, Platnick 2014). Nos 
Neotrópicos já foram descritas cerca de 110 espécies, sendo a maioria Neártica ou da 
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América Central (Levi 1991); no entanto, a escassez de inventários na América do Sul 
(principalmente nas regiões mais centrais do continente) e de revisões taxonômicas 
atualizadas sugere que estes números estejam subestimados. No Brasil, os estudos 
envolvendo espécies de Araneus limitam-se a registros de suas interações ecológicas 
com parasitóides (Gonzaga & Sobczak 2007; Sobczak et al. 2007, 2012), mas pouco se 
sabe sobre o comportamento, variabilidade genética ou ecologia das espécies do grupo 
(Levi 1991). 
As espécies de Araneus Neotropicais possuem distribuições geográficas muito 
distintas, sendo espécies filogeneticamente próximas geralmente codistribuídas (Levi 
1991). Muitas delas são restritas a determinadas regiões, como, por exemplo, A. 
omnicolor, A. workmani, A. unanimus, A. stabilis e A. uniformis, que ocorrem na porção 
subtropical da América do Sul; A. talca, A. concepcion, A. zapallar, A. titirus e A. 
huahun, encontradas na região Andina do Chile; A. granadensis, A. meropes e A. carchi 
na borda oeste da Amazônia; e A. expletus, A. lineatipes e A flavus na América Central 
(Levi 1991). Por outro lado, algumas espécies como A. venatrix e A. guttatus possuem 
ampla distribuição por toda a região Neotropical mas são restritas aos ambientes de 
maior umidade, sendo encontradas principalmente na Amazônia, Mata Atlântica e 
matas de galeria nas regiões centrais da América do Sul.  
A história biogeográfica das espécies de Araneus nos Neotrópicos é 
praticamente desconhecida, assim como as relações filogenéticas entre elas. Nesta 
tese estudamos aspectos biogeográficos históricos da região Neotropical usando como 
modelo duas espécies do gênero Araneus. Os resultados estão apresentados e 
discutidos em dois manuscritos, um já aceito para publicação.  
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OBJETIVOS 
O objetivo deste trabalho foi estudar os processos históricos que moldaram a 
biodiversidade da região Neotropical a partir dos padrões filogeográficos de espécies do 
gênero Araneus (Araneidae).  
Para analisar os eventos biogeográficos em diferentes escalas, selecionamos 
duas espécies com distribuições geográficas distintas: Araneus omnicolor, restrita à 
região subtropical; e Araneus venatrix, distribuída nas florestas úmidas de toda a região 
Neotropical. Os objetivos específicos foram: 
 Avaliar a influência de eventos históricos sobre a demografia da região 
subtropical da América do Sul utilizando como modelo a espécie A. omnicolor; 
 Investigar a história biogeográfica das florestas úmidas Neotropicais a partir dos 
padrões de A. venatrix. 
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METODOLOGIA 
Modelos de estudo e amostragem 
Araneus omnicolor (Keyserling 1893)  
A espécie subtropical A. omnicolor ocorre principalmente no sul e sudeste do 
Brasil, Paraguai e norte da Argentina (Levi 1991, Figura 1). Os indivíduos são 
comumente encontrados em fragmentos de Mata Atlântica; porém, não são exclusivos 
deste bioma, ocorrendo também em ambientes mais secos, florestas secundárias e 
mistas e agroecossistemas (observações pessoais).  
Araneus venatrix (Koch 1838) 
A. venatrix tem distribuição Neotropical (da Costa Rica até a Argentina, Levi 
1991) sendo encontrada apenas em áreas de florestas úmidas como Amazônia, Mata 
Atlântica e matas de galerias no corredor de vegetações mais secas que separa estes 
biomas (Figura 1).  
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Figura 1. Distribuições das espécies A. omnicolor (vermelho) e A. venatrix (azul). Os 
pontos representam os registros de ocorrência disponíveis na revisão de Levi (1991) e 
em coleções zoológicas de museus (apenas A. omnicolor, ver descrição das coleções 
na página 23); os quadrados e os triângulos representam as coletas realizadas neste 
estudo. Fotos: J. F. Sobczak (A. omnicolor) e E. A. Peres (A. venatrix).  
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Apesar das diferentes distribuições geográficas, as duas espécies possuem ciclo 
de vida anual (com maior abundância de adultos no ambiente durante os meses mais 
chuvosos), constroem teias orbiculares e possuem hábitos noturnos, construindo 
“abrigos” formados por folhas secas (no caso de A. omnicolor) ou verdes (A. venatrix) 
que são conectados às teias, onde permanecem durante a maior parte do dia 
(observações pessoais). Além disso, ambas apresentam dimorfismo sexual, sendo as 
fêmeas adultas sempre maiores que os machos (A. omnicolor: ♀ = 7,2 a 10,7mm, ♂ = 
4,5 a 6,7mm; A. venatrix: ♀ = 8 a 16,7mm, ♂ = 6,1 a 8,1mm, Levi 1991). A identificação 
dessas e das demais espécies de Araneus é feita principalmente com base nas 
genitálias (epíginos nas fêmeas e palpos nos machos). 
Entre 2010 e 2014, nós coletamos indivíduos ao longo de toda a distribuição de 
cada espécie (Figura 1, Anexo I) e, para confirmar que A. omnicolor e A. venatrix 
representam grupos monofiléticos, fizemos uma inferência filogenética preliminar 
utilizando sequências COI destas e de outras espécies de Araneus (Anexo II). 
Marcadores e análises filogeográficas 
As análises foram realizadas com um marcador mitocondrial (Citocromo Oxidase 
I, COI) e um nuclear (Internal Transcribed Subunit II, ITS2) para que diferentes porções 
do genoma fossem amostradas. A região mitocondrial COI tem sido a mais utilizada em 
estudos filogeográficos de aranhas, gerando resultados informativos tanto ao nível de 
espécies como de populações. A região ribossomal ITS2, embora apresente menor 
resolução para detectar variabilidade intraespecífica em comparação à COI (Agnarsson 
2010), também já foi usada com sucesso em diversos trabalhos com aranhas (Arnedo & 
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Gillespie 2006; Chang et al. 2007; Agnarsson 2010; Rix et al. 2010; Kuntner & 
Agnarsson 2011a; b; Řezáč et al. 2014). 
Para ambas as espécies foram feitas estimativas de diversidade e estrutura 
populacional, redes de haplótipos, inferências filogenéticas e análises demográficas. 
Para A. omnicolor fizemos, adicionalmente, modelagens da distribuição da espécie 
(presente; Último Máximo Glacial - LGM, ~21 Kya; e Último Máximo Interglacial - LIG, 
~120 Kya) e comparamos diferentes cenários biogeográficos hipotéticos com a 
metodologia de Approximate Bayesian Computation (ABC, Beaumont 2010; Csilléry et 
al. 2010; Sunnåker et al. 2013). Por meio dessa última abordagem, definimos 14 
modelos demográficos (considerando 4 cenários plausíveis para a espécie e 
combinando diferentes eventos e tempos de divergência de linhagens, de expansão 
populacional e migração); simulamos dados e calculamos estatísticas sumárias sob 
cada um desses modelos e, com base nessas estimativas, selecionamos qual deles 
melhor explicaria os dados empíricos de A. omnicolor. 
Os detalhes das metodologias utilizadas e os resultados e conclusões obtidos 
para cada espécie foram organizados em dois manuscritos, que se encontram nas 
próximas duas seções deste trabalho.  
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Pleistocene niche stability and lineage diversification in 
the subtropical spider Araneus omnicolor (Araneidae) 
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Abstract  
The influence of Quaternary climate oscillations on the diversification of the 
South American fauna is being increasingly explored. However, most of these 
studies have focused on taxa that are endemic to tropical environments, and 
relatively few have treated organisms restricted to subtropical biomes. Here we 
used an integrative phylogeographical framework to investigate the effects of these 
climate events on the ecological niche and genetic patterns of the subtropical orb-
weaver spider Araneus omnicolor (Araneidae). We analyzed the mitochondrial 
(Cytochrome Oxidase I, COI) and nuclear (Internal Transcribed Subunit II, ITS2) 
DNA of 130 individuals throughout the species’ range, and generated distribution 
models in three different climate scenarios [present, Last Glacial Maximum (LGM) 
and Last Interglacial Maximum (LIG)]. Additionally, we used an Approximate 
Bayesian Computation (ABC) approach to compare possible demographic 
scenarios and select the hypothesis that better explains the genetic patterns of A. 
omnicolor. We obtained high haplotype diversity but low nucleotide variation 
among sequences. The population structure and demographic analyses showed 
discrepancies between markers, suggesting male-biased dispersal in the species. 
The time-calibrated COI phylogenetic inference showed a recent diversification of 
lineages (Middle/Late Pleistocene), while the paleoclimate modeling indicated 
niche stability since ~120 Kya. The ABC results agreed with the niche models, 
supporting a panmictic population as the most likely historical scenario for the 
species. These results indicate that A. omnicolor experienced no niche or 
population reductions during the Late Pleistocene, despite the intense landscape 
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modifications that occurred in the subtropical region, and that other factors beside 
LGM and LIG climate oscillations might have contributed to the demographic 
history of this species. This pattern may be related to the high dispersal ability and 
wide environmental tolerance of A. omnicolor, highlighting the need for more 
phylogeographical studies with invertebrates and other generalist taxa, in order to 
understand the effects of Quaternary climate changes on Neotropical biodiversity.   
 
Introduction 
Quaternary climate oscillations are recognized as important drivers of 
speciation and lineage diversification in many taxa, and have been intensely 
investigated through phylogeographical approaches in recent decades. The 
genetic and demographic consequences of these events are well documented for 
the Northern Hemisphere [1,2]; nevertheless, many megadiverse areas in the 
Southern Hemisphere are still little studied [1,3,4].  
In the Neotropical region, the Quaternary Period is characterized by cycles 
of drier and wetter conditions that caused drastic spatial rearrangements of forest 
and savanna biomes [5–9]. According to some authors, these landscape 
modifications potentially induced population’ retractions and expansions in many 
species, which would explain the intense lineage diversification attributed to this 
period (the refuge theory) [10,11]. However, this issue is still controversial and 
highly debated, since paleoecological studies contradict the refuge hypothesis 
[12,13], and divergence times in several Neotropical groups indicate that 
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biodiversity in the Neotropics might also be shaped by Tertiary orogenic events 
[3,9,14]. 
Despite the recent increase of phylogeographic studies in South America, 
there is still a large discrepancy among the biomes and regions analyzed. Almost 
half of the surveys (47%) have focused only on specific biomes [3], limiting the 
investigation to endemic groups. Furthermore, environments other than tropical 
forests are still little studied: the subtropical portion of the continent, for example, 
was treated in only ca. 6% of these surveys [3].  
In Brazil, this subtropical region has mean annual temperatures between 10 
and 15°C and short or no dry periods during the year. The landscape is a mosaic 
of phytophysiognomies, including the Atlantic Rainforest, semideciduous forests, 
Araucaria woodlands (with predominance of the Brazilian pine Araucaria 
angustifolia), savannas and grasslands [5,15]. Palaeoecological studies and pollen 
records suggest that the floristic composition of South American subtropical region 
underwent drastic changes during the Late Pleistocene: the climate in the LGM 
was drier and 5 to 7°C cooler and the grasslands, found today only in highland 
patches in southern Brazil, expanded more than 750 km northward and became 
the predominant biome of the region in this period [5,6]. However, the impact of 
these changes on the subtropical fauna is controversial, and the responses of 
individual species to these events varied substantially [16–20]. 
In recent years, the use of phylogeography to study the effects of past 
climate changes on biodiversity has been aided by new tools that provide a priori 
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hypotheses to be tested, overcoming the major limitations in this field [21–24]. 
Species distribution modeling, for example, allows population geneticists to 
generate demographic hypotheses based on the distribution of organisms in 
current and past climate conditions. In addition to these geospatial methods, 
model-based approaches, such as the Approximate Bayesian Computation (ABC) 
[25–27], have been increasingly employed, allowing statistical comparison among 
alternative complex demographic scenarios with fewer computational limitations 
than likelihood-based methodologies.  
Given the lack of surveys that focus on the influence of Quaternary climate 
oscillations on the diversification of the subtropical South American fauna 
(especially for invertebrates), here we integrated phylogeographic analyses of 
mitochondrial and nuclear DNA with geospatial and model-based methods to 
investigate the demographic history of the subtropical orb-weaver spider Araneus 
omnicolor (Araneidae). These spiders are commonly found in southern Atlantic 
Forest fragments, but also in drier environments and secondary/mixed forests in 
agroecosystems (i.e., not endemic to a specific biome, personal observations). The 
narrow subtropical occurrence of A. omnicolor suggests that climate might have 
influenced the establishment and evolutionary history of the species. However, so 
far, no studies have addressed arachnid demographic histories in this environment. 
To evaluate the influence of Pleistocene climate events on the species’ 
ecological niche and genetic patterns, we generated distribution models in three 
different climate scenarios [present, Last Glacial Maximum (LGM, ~21 Kya) and 
Last Interglacial Maximum (LIG, ~120 Kya)]. Additionally, we used model-based 
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ABC analyses to compare alternative demographic scenarios and select the model 
that better explains the empirical genetic data. We hypothesized that if these 
climate oscillations had affected A. omnicolor and reduced the populations to 
isolated patches, we would observe a strong population structure and demographic 
bottlenecks associated with niche reduction and/or fragmentation. This is the first 
survey to apply an integrative framework to explore the effects of past climate 
events on the phylogeographic patterns of a subtropical taxon in South America. 
 
Material and Methods 
Sample collection and DNA extraction 
We sampled 130 individuals of A. omnicolor from eight locations (separated 
into four geographical regions, because of the proximity of some populations), 
covering most of the species distribution (Fig. 1a, S1 Fig.). Genomic DNA was 
extracted from legs with the Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega), 
according to the manufacturer’s protocol. The abdomens were used for species 
confirmation, and the vouchers were catalogued in the Coleção Científica de 
Aracnídeos e Miriápodes of the Instituto Butantan. All specimens were collected 
under permits granted by the Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio, permit nos. 14147, 22645, 32664). 
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Fig. 1. Study region and median-joining haplotype networks. (a) Sampling locations of Araneus omnicolor (separated 
by geographical regions). The current species distribution area calculated by climate models is shown in gray. (b) 
Mitochondrial and (c) nuclear networks. Circle sizes represent haplotype frequencies; colors correspond to sample 
locations on the map. 
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DNA amplification and sequencing 
The Cytochrome Oxidase I (COI) region was amplified in the samples with 
primers LCO1490 and HCO2198 [28] under the following conditions: an initial 
denaturation step at 94°C for 3 min; 35 cycles at 94°C for 45 s, 55°C for 45 s and 
72°C for 2 min; and a final extension step at 72°C for 3 min. The Internal 
Transcribed Subunit II (ITS2) nuclear region was amplified using primers 5.8S and 
28S [29] under similar conditions: 95°C for 4 min; 35 cycles at 95°C for 45 s, 62°C 
for 45 s and 72°C for 2 min; and extension at 72°C for 10 min. The amplicons were 
analyzed in a Perkin-Elmer Prism 377 capillary sequencer. Sequences were 
aligned using the MUSCLE algorithm [30] and manually inspected and edited in 
MEGA 6.0 [31]. We first coded heterozygous sites in ITS2 sequences according to 
IUPAC ambiguity codes. Individuals with alleles containing indels had their 
heterozygous positions resolved with the method described by Flot et al. [32] in the 
software Champuru 1.0 [33]. 
Haplotype reconstruction, genetic diversity and population 
structure 
Median-joining haplotype networks were obtained using the software 
NETWORK 4.611 [34]. Phased ITS2 haplotypes were previously estimated using a 
Bayesian method implemented in PHASE [35] based on the input files prepared 
with SeqPHASE [36]. The gametic phases were inferred with a minimum posterior 
probability of 0.6, a level that has been suggested as optimal for reducing the 
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number of unresolved haplotypes with fewer false positives [37]. Signs of past 
recombination were tested using a PHI Test [38] in the software SplitsTree4 [39].  
We calculated haplotype (h) and nucleotide (π) diversity and the number of 
polymorphic sites (S) in each population, each geographical region, and in the total 
dataset in DnaSP v5.10 [40]. Genetic distances between populations (corrected 
mean number of nucleotide substitutions between populations, DA [41]) were 
estimated in ARLEQUIN 3.5 [42]. To assess population structure, we calculated 
pairwise ΦST values and conducted an analysis of molecular variance (AMOVA 
[43]) in ARLEQUIN 3.5 [42] to determine the hierarchy of the genetic structure 
among the geographical regions. The statistical correlations between geographic 
distances and population differentiation (genetic distances and pairwise ΦST) were 
investigated through Mantel tests [44]. 
Phylogenetic inferences and divergence times 
Bayesian inference trees were constructed in BEAST 1.7.4 [45] for COI and 
ITS2 datasets separately (the combined multilocus analysis was impossible due to 
the large number of ITS2 heterozygotes with different lengths). The models of 
nucleotide substitution that best fit our data (HKY+G and HKY for COI and ITS2, 
respectively) were previously selected using the AIC criterion in jMODELTEST 
0.1.1 [46], and an outgroup (Araneus venatrix) was included to root the trees.  
We applied a lognormal relaxed clock for the COI dataset (selected through 
a Bayes Factor analysis as the most appropriate evolution model: loge lognormal clock – 
loge strict clock = 7.72 [47,48]) and a strict clock for ITS2. Given the scarcity of fossil 
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records for the group, we used the COI substitution rate of 0.0115 per million years 
to calibrate the nodes in the COI tree and estimate the divergence times. This rate 
was proposed for insects by Brower [49] and is widely used in phylogenetic and 
phylogeographic studies with araneomorph spiders [50–53]. We carried out two 
independent runs of 200 million generations each, and sampled trees every 4000 
generations. We checked for the convergence to a stationary distribution and for 
high effective sample sizes (ESS>200) in Tracer 1.5 [54]. The first 5000 trees were 
discarded as burn-in in TreeAnnotator, and the resulting trees were drawn in 
Figtree 1.4 [55].  
Demographic analyses 
We used neutrality tests (Tajima’s D [56] and Fu’s Fs [57]) to infer historical 
demographic processes (i.e., recent expansions, bottlenecks, selection, etc.) in 
each population, each geographical region, and in the whole dataset in ARLEQUIN 
3.5 [42]. We also conducted mismatch distribution analyses [58,59] for each region 
and for the total of sequences in ARLEQUIN 3.5, to determine the distribution of 
frequencies of pairwise differences. In these analyses, unimodal curves and non-
significant values of the raggedness index (r) indicate that populations do not 
deviate from the expected model of rapid expansion. 
Finally, we performed a multilocus Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) 
analysis in BEAST 1.7.4 [45] to infer changes in the effective population size 
through time [60]. We unlinked substitution, clock and tree models of the two loci, 
and specified a linear model of population size, instead of the less-realistic 
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stepwise model. As in the phylogenetic inferences, we applied the most suitable 
nucleotide substitution models (HKY+G and HKY for COI and ITS2, respectively) 
selected in jMODELTEST 0.1.1 [46] and the COI mutation rate of 0.0115/My for 
node calibration. The weights for EBSP operators and the initial value for the mean 
population size were adjusted to improve MCMC mixing, according to the 
recommendations of the tutorial in the BEAST website. For each simulation two 
independent runs were performed, with 200 million generations each and samples 
taken every 10 000 generations. We used Tracer v1.5 [54] to check the quality of 
the parameters, and generated an annotated tree for each region with 
TreeAnnotator, discarding the first 2000 trees. The final plot was based on the 
output produced by the combined results.  
Species distribution and paleoclimate modeling 
We compiled occurrence records for A. omnicolor from different sources to 
generate the species distribution models: a taxonomic revision for the genus [61], 
zoological collections [Coleção Científica de Aracnídeos e Miriápodes of the 
Instituto Butantã, Coleção de Aracnídeos of the Museu de Ciências e Tecnologia 
da PUCRS (MCTP), Museu de Zoologia of the Universidade Estadual de 
Campinas and Sistema de Informação Ambiental do Programa Biota/Fapesp-
SinBiota] and new records from our own sample collections. A total of 52 unique 
occurrence points were obtained, considering the grid cell resolution used (S1 
Fig.). 
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To test the effects of past climate oscillations on the species’ niche, we fitted 
the models in current, 21 Kya (LGM), and 120 Kya (LIG) scenarios using three 
different algorithms (applying the default settings of each package) to minimize 
possible biases: GARP with best subsets [62] and Support Vector Machines 
[63,64] (SVM hereafter), as implemented in OpenModeller [65]; and the Maximum 
Entropy algorithm, as implemented in Maxent 3.3.3 [66,67]. These algorithms are 
based on artificial intelligence methods and correctly predict the known distribution 
of species more often than other, simpler procedures [68].  
The bioclimate variables used in the modeling approaches were chosen 
from the 19 layers available in the WordClim dataset (http://www.worldclim.com) 
through a jackknife procedure using Maxent, a method that minimizes over-
parametrization issues and allows the algorithms to produce biologically more 
reliable distributions [67,69]. The five variables with the highest contributions to the 
analysis were selected (precipitation of driest month, maximum temperature of 
warmest month, precipitation of warmest quarter, mean temperature of coldest 
quarter, and temperature seasonality), except for the ‘Mean Diurnal Range’, which 
was not included because of its low permutation importance value (S1 Table). The 
bioclimate layers were delimited for the full extent of South America, with a 2.5’ 
arc-min to allow the projection of putative distribution areas beyond the known 
distribution limits, given the relative lack of ecological information available for the 
species. 
The total occurrence dataset was divided into 30 randomized subsets 
(bootstrap), with 70% and 30% of the occurrence points for training and model 
25 
 
testing, respectively. We applied the LPT (Lowest Presence Training [70]) 
threshold to transform the suitability matrices into presence/absence matrixes, 
which were then projected for the full extent of South America. We used the True 
Skilled Statistics (TSS hereon) to evaluate the distributions produced for A. 
ominicolor. This evaluation metric ranges from -1 to 1, where values that are 
negative or close to zero represent models that are not better than a random 
spatial distribution, while +1 indicates perfect agreement between the species’ 
known and predicted distribution. Models with TSS values near 0.5 or higher are 
generally accepted [71]. 
To assess the potential distribution of A. omnicolor, we used the mean 
consensus map of all distributions produced for each climate scenario to determine 
the climatically stable areas in all scenarios. This approach is considered one of 
the best methods to acquire the consensus of potential distributions obtained from 
different algorithms [72]. 
ABC 
We used an ABC framework [25–27] to compare four possible demographic 
scenarios for A. omnicolor (Fig. 2). Scenario 1 represents a single panmictic 
population over time, while the others reflect different hypotheses for diversification 
in the region: scenario 2 reflects a single fragmentation event partitioning the 
ancestral population into geographically separated patches; scenario 3 illustrates a 
southward colonization, as several studies have suggested that the southernmost 
part of Brazil was more unstable climatically during the Quaternary [5,6]; and 
scenario 4 represents an ancient discontinuity in the southern limit of the Atlantic 
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Rainforest (between 29º and 30º S), a region considered an important 
phytogeographical disjunction [73] and recognized as a phylogeographic break for 
some taxa [18,74]. For each scenario, we designed a set of models with different 
combinations of exponential population growth and migration parameters (total of 
14 models, S2 Fig.) and applied a hierarchical procedure similar to that used by 
Fagundes et al. [75], selecting the most likely model within each set and comparing 
these 4 models to obtain the scenario with the highest probability. 
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Fig. 2. Alternative demographic scenarios for Araneus omnicolor. Scenario 1: panmictic population; scenario 2: single 
fragmentation event partitioning the ancestral population into geographically separated patches; scenario 3: southward 
colonization; scenario 4: southern phylogeographic break. Only the highest-probability models in each scenario are shown 
(see S2 Fig. and Table 4). Numbers above branches indicate geographical regions; arrows and expanding branches 
represent migration and exponential population growth, respectively. τ = divergence/expansion times (see Table 1). 
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We performed 100 000 data simulations under each model with custom 
Python scripts in ms [76], using the same number and length of loci and sample 
sizes of empirical data. All parameters were initially drawn from flat prior uniform 
distributions, and preliminary rejection steps were conducted to restrict the range 
values (Table 1). The summary statistics based on simulated datasets, including 
the total nucleotide diversity (π), number of segregating sites (SS), Tajima’s D (D), 
nucleotide diversity within populations (πw) and nucleotide diversity between 
populations (πb), were calculated with a PERL script written by N. Takebayashi 
(available at: 
http://raven.iab.alaska.edu/~ntakebay/teaching/programming/coalsim/scripts/msSS
.pl). 
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Table 1. Prior distributions of parameters and posterior estimates based on 
the most probable model.  
Parameter 
Prior uniform 
distribution 
Posterior estimate 
(95% HPD) 
θCOI (Neµ) 0.25 – 7.0 0.963 (0.696 – 1.272) 
θITS2 (4Neµ) 4 x θCOI 3.858 (2.694 – 5.246) 
τ1 (generations/4Ne)
a 0.01 – 4.0 - 
τ2 (generations/4Ne) 0.001 – τ1 - 
τ3 (generations/4Ne) 0.001 – τ2 - 
m (no migrant copies per 
generation/no populations-1)b 
0.001 – 15.0 - 
α [-(1/τ)*log(Neτ/Ne)]
c 0.25 – 0.9 - 
θ = theta, τ = divergence/exponential growth times; m = migration rate; α = growth 
ratio. 
aτ1 = 0.003 – 10 Ma (absolute time). Ne was estimated using the COI substitution 
rate of 0.0115/My and a value of θCOI previously estimated in DnaSP.  
bm = 0 – 5 migrants per generation. 
cThe levels of α tested resulted in 10 – 75% of population growth. 
 
To assess the most informative summary statistics (i.e., those that most 
accurately identified the model that best fit the data), we grouped them in vectors 
and conducted a rejection step using 10 simulations for each model from the prior 
distribution as pseudo-observed datasets (PODs). The best vector was chosen by 
its ability to maximize the probability of choosing the true model over the average 
probability of choosing an incorrect model [Pr(true model)/mean Pr(false models)], 
following the approach described by Tsai & Carstens [77].  
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We calculated the posterior probabilities of all competing models and the 
posterior distributions for the parameters of the most likely model with the R 
package “abc” [78]. We compared the models, applying two degrees of tolerance 
(using 0.1% and 1% of the simulations closest to the empirical data) with three 
methods: simple rejection, multinomial logistic regression [26] and neural network 
[79]. Finally, we used the simulations under the most probable model to estimate 
the parameters with the neural network method and a tolerance threshold of 1% of 
the simulations. 
 
Results 
Haplotype networks, genetic diversity and population structure 
We obtained 668 bp of COI sequences and 274 bp of ITS2 sequences with 
37 and 11 polymorphic sites, respectively (Table 2). No stop codons or ambiguous 
peaks were observed in the electropherograms of the COI sequences, which 
suggests the absence of nuclear pseudogenes or numts in our mtDNA data. The 
ITS2 haplotype reconstruction conducted in PHASE resulted in 250 solved 
sequences (only 10 inferred sequences had a posterior probability lower than 0.6), 
and no sign of recombination was detected.  
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Table 2. Diversity indices, neutrality tests and results of mismatch distribution analyses for populations and 
geographical regions.  
 COI ITS2 
Population N S H 
Hd 
(s.d.) 
π (s.d.) D FS r N S H 
Hd 
(s.d.) 
π (s.d.) D FS r 
Centenário 
do Sul 
13 12 12 
0.99 
(0.03) 
0.005 
(0.003) 
-0.64 -9.10 0.03 28 7 8 
0.71 
(0.06) 
0.006 
(0.004) 
-0.54 -1.93 0.14 
Florestópolis 9 7 5 
0.83 
(0.10) 
0.004 
(0.003) 
0.25 -0.17 0.05 20 4 4 
0.62 
(0.07) 
0.005 
(0.003) 
-0.09 0.66 0.59 
Teodoro 
Sampaio 
15 8 6 
0.83 
(0.06) 
0.004 
(0.002) 
-0.03 -0.29 0.08 30 7 5 
0.66 
(0.05) 
0.005 
(0.003) 
-1.25 0.13 0.15 
Campinas 11 2 3 
0.64 
(0.09) 
0.001 
(0.001) 
0.20 -0.02 0.25 20 5 5 
0.66 
(0.07) 
0.005 
(0.003) 
-0.83 -0.38 0.19 
Jundiaí 19 10 5 
0.71 
(0.08) 
0.006 
(0.004) 
1.66 3.04 0.18 36 2 3 
0.54 
(0.03) 
0.004 
(0.003) 
1.63 1.85 0.58 
Ibirama 21 13 12 
0.86 
(0.07) 
0.003 
(0.002) 
-1.31 -6.53 0.04 42 5 4 
0.54 
(0.04) 
0.004 
(0.003) 
-0.77 1.03 0.75 
Gramado 9 3 5 
0.81 
(0.12) 
0.002 
(0.001) 
0.02 -2.23 0.24 18 7 5 
0.68 
(0.04) 
0.007 
(0.005) 
-0.69 0.35 0.29 
Sapiranga 33 11 10 
0.72 
(0.08) 
0.002 
(0.001) 
-1.56 -4.77 0.05 56 9 9 
0.69 
(0.04) 
0.006 
(0.004) 
-0.80 -1.61 0.35 
Region 1 37 17 16 
0.91 
(0.02) 
0.004 
(0.002) 
-1.02 -7.22 0.03 78 7 9 
0.61 
(0.03) 
0.005 
(0.004) 
-0.47 -1.68 0.40 
Region 2 30 11 6 
0.77 
(0.04) 
0.007 
(0.004) 
1.93 3.45 0.08 56 5 5 
0.54 
(0.03) 
0.004 
(0.003) 
-0.67 1.27 0.57 
Region 3 21 13 12 
0.86 
(0.07) 
0.003 
(0.002) 
-1.31 -6.53 0.04 42 5 4 
0.54 
(0.04) 
0.004 
(0.003) 
-0.77 1.03 0.75 
Region 4 42 13 14 
0.74 
(0.07) 
0.002 
(0.001) 
-1.73 -10.00 0.06 74 11 10 
0.66 
(0.04) 
0.006 
(0.004) 
-1.05 -1.85 0.43 
Total 130 37 42 
0.92 
(0.01) 
0.005 
(0.003) 
-1.56 -26.22 0.02 250 12 17 
0.63 
(0.02) 
0.005 
(0.003) 
-1.14 -7.09 0.35 
N = nº of sequences; S = nº of polymorphic sites; H = nº of haplotypes; Hd = haplotype diversity; π = nucleotide diversity; 
s.d. = standard deviation; D = Tajima’s D; FS = Fu’s FS; r = Harpending’s raggedness index. In bold, the statistical 
significant values (p<0.05). 
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The haplotype and nucleotide diversities observed with both markers showed low 
variation among populations and geographical regions, although the number of COI 
haplotypes was higher than for ITS2 (42 and 17, respectively) (Fig. 1b, Fig. 1c, Table 2). 
Most COI haplotypes were exclusive: 7 were found in more than one population and 
only 2 were observed in at least 3 geographical regions (no haplotype was found in all 
regions, Fig. 1b). These two more widely distributed haplotypes were also the most 
common, linking several less-frequent haplotypes in a star-shaped network (Fig. 1b). In 
the ITS2 network, the two predominant haplotypes were found in all geographical 
regions, and most heterozygous individuals contained these two sequences (Fig. 1c). 
The genetic distances between populations were also low (S2 Table). The mean 
number of COI nucleotide differences ranged from 0.3 to 3.16, and the differences were 
not significantly correlated with geographical distance (r = 0.238, p = 0.081); for ITS2 
sequences, all distance values were non-significant.  
The COI pairwise ΦST values ranged from 0.065 to 0.719 (Table 3) and showed a 
significant correlation with geographical distance (r = 0.505, p = 0.005); the AMOVA 
indicated that only 10.6% of this variation was observed among geographical regions 
(S3 Table ). For the ITS2 dataset, all ΦST values were non-significant and the AMOVA 
showed that 99.9% of the variance was intrapopulational, indicating no population 
structure (Table 3, S3 Table ). 
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Table 3. Population pairwise ΦST for COI (below diagonal) and ITS2 (above 
diagonal) datasets.  
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Centenário do Sul - -0.022 -0.024 0.001 -0.020 0.047 -0.039 -0.010 
Florestópolis -0.020 - -0.004 -0.028 -0.011 0.015 -0.036 -0.023 
Teodoro Sampaio -0.014 0.069 - -0.016 -0.001 0.030 -0.030 -0.015 
Campinas 0.183 0.312 0.262 - 0.031 -0.026 -0.014 -0.010 
Jundiaí 0.377 0.427 0.362 0.511 - -0.016 0.009 0.011 
Ibirama 0.065 0.113 0.070 0.138 0.433 - 0.031 0.029 
Gramado 0.232 0.339 0.255 0.719 0.435 0.366 - -0.027 
Sapiranga 0.251 0.382 0.233 0.602 0.505 0.340 0.030 - 
In bold, the significant values (p<0.05). 
 
Phylogenetic inferences and divergence times 
The COI and ITS2 phylogenetic inferences recovered different topologies and 
many low posterior-probability nodes (Fig. 3, S3 Fig.). In the time-calibrated COI tree, 
the divergence from the outgroup (A. venatrix) was estimated at ca. 6.39 Ma (95% HPD 
= 1.81–13.73 Ma), but most of the species diversification occurred in the last 0.5 Ma 
(Fig. 3). The COI sequences were split into two clades with a weak geographical 
association. However, this subdivision was not considered, because of the overlapping 
confidence intervals of the node ages and low statistical support in one of the clades 
(Fig. 3). 
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Fig. 3. Bayesian phylogenetic inference for COI sequences. The divergence times of the main nodes are shown, with 
95% HPD in parentheses. Black squares represent nodes with posterior probability > 0.7. Branch colors correspond to the 
geographical regions studied (map in detail). 
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Demographic analyses 
Neutrality tests detected demographic expansion in the COI sequences for 
several populations (Table 2). When geographical regions were considered, 3 of the 4 
groups showed significant negative values for at least one test (except for region 2), and 
both Tajima’s D and Fu’s Fs indicated expansion in the total COI dataset (Table 2). 
Mismatch distribution analyses generated similar results, as shown by the unimodal 
curves of COI pairwise difference frequencies and the non-significant raggedness 
indices (Fig. 4a, Table 2). For the nuclear sequences, neutrality tests and mismatch 
distribution analyses detected no evidence of demographic events (Fig. 4a, Table 2). 
The multilocus EBSP revealed a large demographic expansion in A. omnicolor ca. 0.1 
Ma (considering that the species has one generation per year, Fig. 4b). 
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Fig. 4. Results of demographic analyses. (a) Results of mismatch distribution 
analyses for COI (left) and ITS2 (right) total datasets and for each geographical region 
separately. (b) Demographic expansion detected by multilocus EBSP, with the 95% 
HPD interval shown in gray. 
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Species distribution and paleoclimate modeling  
Our species distribution models showed reliable predictions with all algorithms, as 
evidenced by the high TSS values (GARP = 0.909 ± 0.017; SVM = 0.813 ± 0.066; 
Maxent = 0.842 ± 0.074). The models exhibited similar distribution patterns in all three 
climate scenarios, indicating niche stability in A. omnicolor during the last 120 Kya 
(hatched area in Fig. 5). 
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Figure 5. Modeled distributions of Araneus omnicolor. The distributions in the 
current and paleoclimate [21 Kya (LGM) and 120 Kya (LIG)] scenarios are represented. 
The hatched area represents the stable occurrence region during all periods. 
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ABC 
We used the summary statistics vector comprising only the nucleotide diversity 
indices (π, πw and πb), which was the most informative for our dataset. In the first 
approach to the model selection (within scenarios), we observed models with consistent 
highest probabilities in scenarios 1 and 3 with all methods applied, but found different 
results for scenarios 2 and 4 among the different methods (S4 Table ). Because simple 
rejection was the only method that provided congruent results with both tolerance 
thresholds in all scenarios, we used only this method with a threshold of 0.1% for the 
model selection.  
In scenario 1 (panmixia), the probability of a stable population model (no 
population growth) was slightly higher, although the probabilities between models were 
not significantly different (Table 4). In all population differentiation scenarios (2, 3 and 4), 
the models including migration had the highest probabilities (Table 4). In the final model 
comparison (among scenarios), the model of panmixia with constant population size 
showed the highest probability (0.63, Table 4).  
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Table 4. Model selection within and among scenarios based on rejection method.  
  
Posterior model 
probability (rejection 
method) 
Scenario Model 
Within 
scenarios 
Among 
scenarios 
1 (Panmixia) 
1 0.5311 0.6267 
2 (Ne expansion) 0.4689  
2 (Fragmentation) 
3 0.1259  
4 (migration) 0.3925  
5 (Ne expansion) 0.0729  
6 (migration, Ne expansion) 0.4087 0.0648 
3 (N→S colonization) 
7 0.1195  
8 (migration) 0.3707  
9 (Ne expansion) 0.1075  
10 (migration, Ne expansion) 0.4023 0.1794 
4 (Southern 
phylogeographic 
break) 
11 0.1054  
12 (migration) 0.3605  
13 (Ne expansion) 0.1479  
14 (migration, Ne expansion) 0.3863 0.1291 
The highest-probability model in each scenario is shown in bold. 
 
Estimation of parameters using the neural network method was highly informative 
compared to both the prior distribution and the regular rejection approach (S4 Fig.). The 
values of θCOI and θITS2 were close to the lower limits of our prior distribution: 0.96 (95% 
HPD 0.7 – 1.27) and 3.86 (95% HPD 2.7 – 5.25), respectively (Table 1). 
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Discussion 
Genetic diversity, population structure and incongruence between 
mtDNA and nrDNA patterns 
A. omnicolor exhibited high haplotype diversity, but low nucleotide variation in the 
haplotypes (Fig. 1, Table 2, S2 Table). The COI and ITS2 total nucleotide diversities 
were estimated as 0.5%, whereas the mean intraspecific values for spiders are 2.15% 
and 1%, respectively [80,81]. 
The genetic diversity indices showed slight variation among geographical regions 
(Table 2), which lowers the possibility of inferring a likely ancestral origin or possible 
refugia in the past (i.e., areas with higher variability). Although paleoecological studies 
have suggested that the southernmost region of Brazil underwent more drastic climate 
and floristic changes during the Quaternary [5,6], our results do not support a recent 
southward colonization by this species, as its variability did not decrease in higher 
latitudes. 
A significant population structure was detected by the mitochondrial marker, but 
not by the nrDNA (Table 3). Differences between COI and ITS2 were also observed in 
the haplotype networks (high number of exclusive COI haplotypes, while the more 
frequent ITS2 haplotypes were widespread, Fig. 1) and demographic analyses 
(expansion detected only by COI, Table 2, Fig. 4a). This incongruence is commonly 
observed in several taxa, which tend to exhibit a more evident phylogeographic structure 
with uniparental inherited markers [3,82]. There are several possible reasons for this 
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pattern, such as incomplete sorting of nuclear lineages (given the higher evolutionary 
rate and lower Ne in mtDNA), nuclear introgression, mitochondrial selection or 
demographic asymmetries, e.g., different migration behaviors of males and females 
[83,84]. Male-biased dispersal is frequent in spider species in which the adult females 
are larger and more sedentary than the males, which actively seek for females [85,86]. 
Therefore, our findings suggest that females of A. omnicolor might have limited dispersal 
(corroborated by the evidence of isolation by distance in the mtDNA results) and the 
genetic connectivity in the species is mainly caused by long-distance migration of the 
males. 
Phylogenetic inferences and divergence time 
The COI Bayesian inference indicated that A. omnicolor originated in the Late 
Miocene (6.39 Ma, 95% HPD = 1.81–13.73 Ma), but most of the species’ diversification 
occurred much more recently (Late Pleistocene, Fig. 3). The low nucleotide variance 
detected among sequences supports this recency of diversity in the species (Table 2), 
although the application of a COI substitution rate proposed for insects requires a 
cautious interpretation of the divergence times.  Several previous studies with 
Neotropical taxa have reported intense lineage radiation in the same period, a pattern 
generally attributed to the effects of Pleistocene climate oscillations [3]. Despite the 
stability of the distribution of A. omnicolor during Late Pleistocene (Fig. 5), we cannot 
rule out the possibility that earlier climate fluctuations in this period are linked to the 
pattern observed (see discussion below). 
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Demographic analyses 
Our analyses indicated a demographic expansion beginning around 100 Kya (Fig. 
4b). The result suggests that Pleistocene climate oscillations have not affected A. 
omnicolor population growth since the LIG (~120 Kya), even though several other South 
American subtropical taxa exhibit signs of population bottlenecks during this period 
[17,19,87,88]. This different pattern might be explained by the broader ecological 
resilience of A. omnicolor, which is found in a variety of biomes, compared with most of 
the species so far studied in this region, which are restricted to the Atlantic Rainforest. 
As a species’ response to climate changes depends strongly on its ecological and 
environmental tolerances [89], the effects of Pleistocene oscillations are, indeed, 
expected to be more pronounced in organisms that are narrowly associated with a 
specific phytophysiognomy. Similar results were reported by Batalha-Filho et al. for the 
passerine bird Basileuterus leucoblepharus, which occurs in the southern Atlantic 
Rainforest and also in other subtropical formations [16]. However, further conclusions 
should be formed only with care, since the estimate of a demographic expansion of A. 
omnicolor was based on node calibration under a standard COI mutation rate.  
Species distribution and paleoclimate modeling 
The species distribution models and paleoclimate reconstructions indicated that 
the area potentially occupied by A. omnicolor remained stable during the last 120 Kyr 
(Fig. 5), contradicting the intense landscape modification attributed to this region during 
the Late Pleistocene [5]. This niche stability agrees with the genetic diversity and nrDNA 
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structure observed, since the lack of fragmentation of the distribution area might have 
allowed efficient gene flow during this entire period.  
The influence of Quaternary climate fluctuations on the distribution of South 
American subtropical fauna is still poorly understood, and, as for phylogeographic 
studies, paleoclimate modeling has mostly focused on taxa that are endemic to the 
Atlantic Rainforest. Despite the drastic fragmentation of the southern portion of this 
biome detected by paleoclimate models [19,90], Carnaval et al. showed that several 
groups have exhibited niche stability since the LIG, suggesting that the ‘forest stability’ 
(i.e., the persistence of a particular forest-type environment) in this region is higher than 
previously predicted [91].  
As suggested for the demographic patterns, the occurrence of A. omnicolor 
through several biomes (not restricted to the Atlantic Rainforest) could be another 
important factor for the constancy of the species’ niche. In a study with Neotropical 
orchid bees, for example, the authors demonstrated that the species with wider 
physiological tolerances to climate conditions underwent less-drastic niche reductions 
during LGM [82]. Therefore, our niche modeling – as well as the demographic analyses 
– highlights the influence of specific ecological tolerances on organisms’ responses to 
climate changes. 
ABC 
A panmictic population with constant size is the demographic scenario that best 
explained the current phylogeographic patterns of A. omnicolor (Fig. 2, Table 4). The 
role of connectivity for the species was also evidenced by comparisons within the 
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remaining scenarios, as all the highest probability models included migration (Table 4). 
These results agree with the niche stability detected by our paleoclimate modeling, 
indicating that the species was not significantly impacted by LGM climate peaks. 
Although the selected model predicts Ne stability (no population growth), we 
cannot dismiss the importance of demographic expansion in A. omnicolor, as the 
probability of the exponential growth model was slightly lower for the panmictic scenario, 
and all chosen models in subdivision scenarios also included expansion (Table 4). 
However, the time of this event is unclear, as the parameter estimation was based on 
the model without exponential growth. Thus, our ABC results are consistent with a 
possible demographic expansion occurring before the Late Pleistocene or driven by 
factors other than climate, as suggested by the genetic analyses. 
 
Conclusions 
Our study indicated that the subtropical spider A. omnicolor experienced no niche 
reduction or demographic declines during the Late Pleistocene. The high dispersal 
ability of this species, together with its wide environmental and ecological tolerances, 
might have provided the niche stability observed. Further, the recent diversification and 
demographic expansion detected in our results suggest that other factors than LIG and 
LGM climate oscillations may have affected the evolutionary history of this species. 
These patterns differ substantially from those seen for many other groups, and 
emphasize the importance of extending phylogeographic investigations to taxa that are 
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less-often studied, such as invertebrates. Finally, more studies with species that are 
widely distributed in different biomes are essential for a complete understanding of the 
effects of Quaternary climate changes on Neotropical biodiversity. 
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Supporting Information 
 
S1 Fig. Occurrence records of Araneus omnicolor. Compilation of all occurrence 
records for the species, including points from the literature and zoological databases 
(red circles) and new records obtained in this study (blue circles). 
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S2 Fig. Alternative demographic models compared in ABC analysis. Scenario 1: 
panmictic population; scenario 2: a single fragmentation event partitioning the ancestral 
population into geographically separated patches; scenario 3: southward colonization; 
scenario 4: southern phylogeographic break (for more details, see text). Variations 
within scenarios include migration (represented by arrows), exponential population 
growth (represented by expansion in branches) or both. τ = divergence/expansion times 
(see Table 1). 
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S3 Fig. Bayesian phylogenetic inference for ITS2 sequences. Branch lengths are 
shown in number of substitutions, and colors correspond to the geographical regions 
studied (map in detail). Black squares represent nodes with posterior probability > 0.7. 
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S4 Fig. Results of parameter estimation. (a) θCOI and (b) θITS2 estimation plots 
resulting from the R package ‘abc’. 
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S1 Table. Bioclimate variables used in the distribution modeling. Relative 
contributions of environmental variables to the models, using the Jackknife procedure. In 
bold, the five variables selected for the analyses. 
Variable 
Percent 
contribution 
Permutation 
importance 
Precipitation of Driest Month 30.3 3.5 
Max Temperature of Warmest Month 15 0.5 
Precipitation of Warmest Quarter 15 30.3 
Mean Diurnal Range* 10.2 6.5 
Mean Temperature of Coldest Quarter 9.2 8.6 
Temperature Seasonality 8.1 19 
Temperature Annual Range 5.6 23.2 
Precipitation Seasonality 2.2 2.5 
Min Temperature of Coldest Month 2 1.8 
Mean Temperature of Coldest Quarter 1.3 0.6 
Annual Mean Temperature 0.5 1.6 
Mean Temperature of Wettest Quarter 0.2 0.1 
Mean Temperature of Driest Quarter 0.1 0.6 
Annual Precipitation 0.1 0.4 
Isothermality 0.1 0.6 
Precipitation of Driest Quarter 0 0 
Precipitation of Wettest Quarter 0 0 
Precipitation of Wettest Month 0 0 
Mean Temperature of Warmest Quarter 0 0 
*We discarded the ‘Mean Diurnal Range’ variable and used ‘Temperature Seasonality’ 
instead because, although their similar relative contributions (10.2% and 8.1%, 
respectively), the permutation importance of the latter was considerably higher (19). 
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S2 Table. Genetic distances between populations. Corrected number of COI (below diagonal) and ITS2 (above 
diagonal) nucleotide substitutions between populations (DA (Nei & Li 1979)). In bold, the significant values (p<0.05). 
 
Centenário 
do Sul 
Florestópolis 
Teodoro 
Sampaio 
Campinas Jundiaí Ibirama Gramado Sapiranga 
Centenário do Sul - -0.030 -0.037 0.003 -0.024 0.064 -0.069 -0.017 
Florestópolis -0.049 - -0.046 -0.036 -0.015 0.015 -0.057 -0.030 
Teodoro Sampaio -0.042 0.183 - -0.021 -0.002 0.037 -0.051 -0.021 
Campinas 0.491 0.710 0.635 - -0.037 -0.033 -0.024 -0.010 
Jundiaí 2.321 2.832 1.962 3.159 - -0.017 -0.001 0.020 
Ibirama 0.169 0.295 0.176 0.320 2.442 - 0.031 0.045 
Gramado 0.765 0.985 0.699 2.293 2.591 1.170 - 0.049 
Sapiranga 0.588 0.960 0.495 1.860 2.406 0.881 0.052 - 
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S3 Table. Analyses of molecular variance. AMOVA results based on COI and ITS2 sequences (d.f. = degrees of 
freedom; *p<0.001; **p<0.01). 
Source of variation d.f. Sum of squares Variance components Variation percentage Fixation indices 
COI      
Among regions 3 46.148 0.185 10.60 FCT = 0.106 
Among populations within regions 4 27.058 0.431 24.64 FST = 0.352* 
Within populations 122 138.256 1.133 64.76 FSC = 0.276* 
ITS2      
Among regions 3 3.682 0.020 2.78 FCT = 0.028** 
Among populations within regions 4 0.869 -0.019 -2.66 FST = 0.001 
Within populations 242 171.349 0.708 99.88 FSC = -0.027 
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S4 Table. Model selection within scenarios with different methods (simple rejection, logistic regression and 
neural network). The highest-probability model in each scenario is shown in bold; the models selected with the rejection 
model (used in the comparison among scenarios) are highlighted in gray. T = simulation threshold. 
 
Posterior model probability 
Scenario Model 
Rejection method 
Logistic regression 
method 
Neural network 
method 
  (T = 0.001/0.01) (T = 0.001/0.01) (T = 0.001/0.01) 
1 (Panmixia) 
1 0.5311 / 0.5101 0.9966 / 0.787 0.8455 / 0.6668 
2 (Ne expansion) 0.4689 / 0.4899 0.0034 / 0.213 0.1545 / 0.3332 
2 (Fragmentation) 
3 0.1259 / 0.0985 0.045 / 0.3263 0.0104 / 0.3013 
4 (migration) 0.3925 / 0.3703 0.431 / 0.2358 0.3261 / 0.2248 
5 (Ne expansion) 0.0729 / 0.1151 0.1427 / 0.209 0.2617 / 0.279 
6 (migration, Ne 
expansion) 
0.4087 / 0.4161 0.3814 / 0.2289 0.4018 / 0.1948 
3 (N→S colonization) 
7 0.1195 / 0.1075 0.0803 / 0.148 0.1167 / 0.0469 
8 (migration) 0.3707 / 0.3684 0.2086 / 0.3258 0.1081 / 0.3548 
9 (Ne expansion) 0.1075 / 0.115 0.0613 / 0.1323 0.01 / 0.0243 
10 (migration, Ne 
expansion) 
0.4023 / 0.409 0.6497 / 0.394 0.7651 / 0.5741 
4 (Southern phylogeographic break) 
11 0.1054 / 0.1124 0.154 / 0.258 0.467 / 0.3716 
12 (migration) 0.3605 / 0.3625 0.4091 / 0.2802 0.2654 / 0.1791 
13 (Ne expansion) 0.1479 / 0.1321 0.3019 / 0.2659 0.1451 / 0.3194 
14 (migration, Ne 
expansion) 
0.3863 / 0.393 0.1351 / 0.1959 0.1225 / 0.13 
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MANUSCRITO 2: 
 
Filogeografia de Araneus venatrix (Araneae, Araneidae) 
 
Resumo 
Existem evidências de que Amazônia e Mata Atlântica, atualmente separadas 
por um conjunto de vegetações secas e abertas, já foram contínuas no passado; 
porém, o período e o modo como essa separação ocorreu ainda não são bem 
compreendidos. Dados moleculares têm contribuído para o esclarecimento dessa 
questão, mas poucos estudos utilizam invertebrados como modelos. Investigamos os 
padrões filogeográficos de Araneus venatrix (Araneidae), uma espécie de ampla 
distribuição Neotropical restrita às florestas úmidas e matas de galeria, para inferirmos 
eventos relacionados à história biogeográfica desses biomas. Amostramos 30 
localidades ao longo de sua distribuição e utilizamos um marcador mitocondrial 
(Citocromo Oxidase I – COI) e um nuclear (Internal Transcribed Subunit II – ITS2) para 
estimar a diversidade genética, estrutura populacional, história demográfica e tempos 
de coalescência das linhagens dessa espécie. Nossos resultados mostraram uma 
profunda divergência (Mioceno/Plioceno) entre dois clados principais, separando as 
populações do sul da Mata Atlântica das demais amostras. A diversificação dentro dos 
clados foi datada do Pleistoceno, com três principais linhagens geograficamente 
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distintas no clado mais abrangente (predominantemente na Amazônia, Norte da Mata 
Atlântica ou Centro-Sul do Brasil). O padrão indica que eventos do Terciário 
propiciaram o isolamento da porção sul da Mata Atlântica, mas certa conectividade foi 
mantida entre as demais regiões de florestas úmidas até o Pleistoceno. Há evidências 
de uma conexão entre Amazônia e norte da Mata Atlântica pelo nordeste brasileiro, 
embora outras rotas pelo Cerrado não possam ser descartadas. Além disso, a Mata 
Atlântica parece ser um bioma heterogêneo, com suas porções norte e sul 
apresentando influências e histórias distintas. Nosso trabalho mostra que a história 
biogeográfica dos Neotrópicos é complexa e os processos envolvidos na formação e 
diversificação da Amazônia e Mata Atlântica não são completamente independentes. 
Investigar diferentes organismos amplamente distribuídos na região é fundamental para 
revelarmos padrões que podem ser mascarados nos estudos restritos a um bioma 
específico. 
 
Introdução 
As florestas úmidas da América do Sul – Amazônia (AM) e Mata Atlântica (AF) – 
estão entre os biomas mais biodiversos do planeta e correspondem a quase metade de 
todas as atuais florestas tropicais (Morley 2000). Essas florestas são separadas por um 
conjunto de vegetações mais secas e abertas que compõem três principais províncias 
biogeográficas: o Chaco, localizado entre Argentina, Paraguai e Bolívia; o Cerrado, 
savana na região central do Brasil; e a Caatinga, uma floresta tropical sazonal seca no 
nordeste brasileiro (Ab’Saber 1977; Prado & Gibbs 1993; Werneck 2011; Zanella 2011). 
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Também conhecido como diagonal seca (dry diagonal, DD), esse corredor central é 
considerado uma barreira ao intercâmbio de muitos táxons entre AM e AF (Costa 2003); 
entretanto, as similaridades faunísticas e florísticas entre as florestas úmidas e a 
ocorrência de elementos de um e/ou outro bioma em matas de galeria na DD são fortes 
evidências de que esses biomas já foram conectados no passado (Bigarella et al. 1975; 
Oliveira-Filho & Ratter 1995; Silva & Bates 2002; Costa 2003; Fiaschi & Pirani 2009).  
Muitos autores sugerem que a separação entre AM e AF teria se iniciado no 
Terciário, possivelmente em decorrência de eventos geomorfológicos e climáticos que 
ocorreram nesse período (Bigarella et al. 1975; Morley 2000; Zanella 2011). Até o 
Eoceno, as florestas úmidas da América do Sul formavam um cinturão contínuo que 
cobria todo o norte e a costa leste do continente, mas eventos de esfriamento e 
ressecamento globais a partir do Oligoceno teriam propiciado a expansão de 
gramíneas, principalmente no sul e na porção central do continente (Flower & Kennett 
1994; Morley 2000; Zanella 2011). O soerguimento dos Andes e o fechamento do Istmo 
do Panamá também parecem ter contribuído para a crescente aridez na região 
Neotropical durante esse período, favorecendo a expansão da DD e a retração das 
florestas (Hoorn et al. 2010; Zanella 2011; Rull 2011).  
Nos últimos anos, a análise dos padrões filogeográficos de táxons de distribuição 
disjunta na AM e AF tem se tornado uma importante ferramenta no estudo da 
biogeografia da América do Sul. Diversos trabalhos corroboram a hipótese de 
separação no Terciário, apontando para divergências entre grupos da AM e AF no 
Plioceno, Mioceno, Oligoceno ou até mesmo no Eoceno (Costa 2003; Cabanne et al. 
2008; Pellegrino et al. 2011; Fouquet et al. 2012a; b, 2014). Outros estudos, entretanto, 
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reportaram divergências genéticas bem mais recentes, sugerindo que alguma 
conectividade entre AM e AF pode ter sido mantida até o Pleistoceno (Martins et al. 
2009; Pavan et al. 2011; Batalha-Filho et al. 2013a; b; López-Uribe et al. 2014). 
Registros paleopalinológicos também indicam que determinadas regiões da DD foram 
consideravelmente mais úmidas nesse período, o que pode estar relacionado às 
intensas oscilações climáticas do Quaternário (Ledru 1993; De Oliveira et al. 1999; 
Auler et al. 2004). A conexão pleistocênica mais comumente proposta é através do 
nordeste brasileiro (onde hoje existe a Caatinga), o que é suportado pela presença 
marcante de elementos da flora e fauna amazônica na porção norte da AF (De Oliveira 
et al. 1999; Costa 2003; Auler et al. 2004; Melo Santos et al. 2007; Cabanne et al. 2008; 
Fiaschi & Pirani 2009; Batalha-Filho et al. 2013a; Fouquet et al. 2014). No entanto, 
outras regiões de contato através do Cerrado, onde hoje restam fragmentos de mata 
úmida, não podem ser descartadas (Bigarella et al. 1975; Oliveira-Filho & Ratter 1995; 
Costa 2003; Batalha-Filho et al. 2013a). 
Embora o número de estudos filogeográficos na América do Sul tenha 
aumentado substancialmente nos últimos anos, plantas e vertebrados ainda 
correspondem a quase 90% dos táxons utilizados (Turchetto-Zolet et al. 2013). Grupos 
Neotropicais abundantes e ainda pouco explorados, como artrópodes, representam 
uma grande parcela da fauna e podem revelar aspectos interessantes sobre a 
biogeografia da região, já que possuem características fisiológicas, comportamentais e 
populacionais distintas dos vertebrados.  
Neste estudo, investigamos a história biogeográfica das florestas úmidas sul-
americanas a partir dos padrões filogeográficos da aranha Araneus venatrix (Araneae, 
67 
 
Araneidae). Esta espécie não-social é amplamente distribuída por toda a região 
Neotropical, mas restrita a ambientes com maior umidade, sendo encontrada apenas na 
AM, AF e em matas de galeria na DD (Levi 1991). Embora algumas espécies de 
Araneus pareçam se dispersar a longas distâncias (Bell et al. 2005), a ausência de 
espécimes de A. venatrix em áreas mais secas sugere que as características 
fisiológicas da espécie limitam sua dispersão, tornando-a um modelo adequado para 
nosso trabalho.  
Utilizando um marcador mitocondrial (Citocromo Oxidase I, COI) e um nuclear 
(Internal Transcribed Subunit II, ITS2), analisamos a diversidade genética e estrutura 
populacional da espécie, estimamos os tempos de divergência entre amostras das 
diferentes florestas úmidas e os eventos demográficos que as populações 
experimentaram em cada região. A partir desses resultados, exploramos os possíveis 
processos históricos envolvidos na formação dos biomas, sugerindo regiões de 
conexão entre AM e AF no passado. Sendo este o primeiro estudo com um aracnídeo 
amplamente distribuído nas florestas úmidas Neotropicais, os dados obtidos são 
fundamentais para o conhecimento acerca da história biogeográfica da América do Sul. 
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Material e Métodos 
Coletas e extração do DNA 
Foram coletados indivíduos de A. venatrix em 30 populações ao longo de sua 
distribuição, incluindo localidades na AM, AF, matas de galeria na DD e áreas de 
transição entre biomas (Figura 1). Nenhum espécime foi encontrado nas áreas de 
vegetação aberta na porção central do Brasil, o que reforça a intolerância da espécie a 
ambientes com pouca umidade. O DNA genômico foi extraído das pernas dos 
indivíduos com o kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega). Os epíginos das 
fêmeas e palpos dos machos foram utilizados para confirmação da espécie e todos os 
vouchers foram catalogados na Coleção Científica de Aracnídeos e Miriápodes do 
Instituto Butantan. 
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Figura 1. Pontos de coletas de Araneus venatrix e áreas de cobertura dos biomas 
Amazônia e Mata Atlântica. 
  
70 
 
Amplificação, sequenciamento e alinhamento das regiões COI e ITS2 
A região mitocondrial COI foi amplificada em 233 indivíduos utilizando os primers 
LCO1490 e HCO2198 (Folmer et al. 1994) nas seguintes condições: uma etapa inicial 
de desnaturação a 94°C por 3 minutos; 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 48-55°C por 
45 segundos e 72°C por 2 minutos; e uma etapa final de extensão a 72°C por 3 
minutos. A região nuclear ribossomal ITS2 foi amplificada em 169 amostras por meio 
dos primers 5.8S e 28S (White et al. 1990) sob condições similares: 95°C por 4 
minutos; 35 ciclos a 95°C por 45 segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por 2 
minutos; e extensão a 72°C por 10 minutos. Os produtos das amplificações foram 
sequenciados pelo método Sanger em um sequenciador capilar Prism 377 (Perkin 
Elmer). As sequências foram alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) e 
manualmente inspecionadas e editadas no software MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013). 
Nas sequências ITS2 mantivemos os sítios heterozigotos com os códigos de 
ambiguidade de acordo com a nomenclatura IUPAC e, nos indivíduos que continham 
alelos com diferentes extensões, os sítios ambíguos entre indels foram tratados como 
dados faltantes.  
Redes de haplótipos, diversidade genética e estrutura populacional 
As redes de haplótipos foram construídas usando o algoritmo median-joining no 
software NETWORK 4.611 (Bandelt et al. 1999). As fases dos haplótipos ITS2 foram 
previamente inferidas com o método bayesiano implementado em PHASE (Stephens & 
Donnelly 2003) a partir dos arquivos de entrada preparados com auxílio do software 
SeqPHASE (Flot 2010). Definimos um valor mínimo de probabilidade posterior de 0.9 e 
71 
 
os haplótipos estimados com posições nucleotídicas não resolvidas foram removidos do 
conjunto de dados. A presença de sinais recombinação nas sequências foi averiguada 
por meio de um teste PHI (Bruen et al. 2006) com o software SplitsTree4 (Huson & 
Bryant 2006).  
As diversidades haplotípica (h) e nucleotídica (π) foram calculadas com o 
software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). Para investigar a estrutura 
populacional, estimamos o ΦST entre pares de populações e fizemos análises de 
variância molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992) também com o ARLEQUIN 3.5 
(Excoffier & Lischer 2010). A correlação estatística entre estrutura populacional e 
distâncias geográficas foi averiguada por meio de testes de Mantel (Mantel 1967). 
As análises bayesianas de estrutura populacional foram realizadas no software 
BAPS 6.0 (Corander et al. 2008). Foram feitas análises com as sequências 
concatenadas e com as sequências mitocondriais e nucleares (sem as fases 
determinadas) separadamente para detectar possíveis diferenças nos padrões de 
estruturação no mtDNA e nrDNA. Para cada análise aplicamos dez réplicas e 
estimamos o número mais provável de agrupamentos (k), permitindo sempre uma 
variação de 1 a 20 grupos (1 ≤ k ≤ 20). 
Inferências filogenéticas e tempos de divergência 
As inferências filogenéticas por Máxima Verossimilhança (ML) e análise 
Bayesiana (BI) foram realizadas apenas com os indivíduos com ambas as regiões 
genômicas sequenciadas. O modelo de substituição nucleotídica mais apropriado para 
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cada conjunto de dados foi obtido com o programa jMODELTEST 0.1.1 (Posada 2008) 
e um grupo externo (A. omnicolor) foi adicionado para o enraizamento das árvores.  
A análise de ML foi conduzida com auxílio do software RAxML 7.0.4 (Stamatakis 
2006). A árvore com melhor verossimilhança foi selecionada entre 100 iterações, com 
valores de bootstrap não-paramétrico calculados a partir da reamostragem de 1000 
matrizes.  
A BI foi implementada no BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012). Devido à escassez 
de registros fósseis para o grupo, os nós foram datados a partir da taxa de substituição 
nucleotídica de 0,0115 por milhão de anos para a região COI, proposta por Brower 
(1994) para insetos e amplamente utilizada em estudos filogenéticos e filogeográficos 
com aranhas (Hedin 2001; Chang et al. 2007; Framenau et al. 2010; Rix & Harvey 
2012). Nós ligamos os modelos de substituição, relógio molecular e árvores para os 
conjuntos de dados COI e ITS2 e a taxa de substituição para a região ITS2 foi estimada 
na análise. O modelo de relógio relaxado lognormal foi aplicado, já que a hipótese de 
relógio molecular estrito foi rejeitada no teste de razão de verossimilhança (likelihood 
ratio test, LRT) realizado com o MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013). Conduzimos duas 
análises independentes com 100 milhões de gerações cada e com árvores amostradas 
a cada 5000 gerações. A qualidade dos parâmetros foi avaliada no programa Tracer 1.5 
(Rambaut & Drummond 2009) e as primeiras 2000 árvores foram descartadas no burn-
in por meio do TreeAnnotator (Drummond et al. 2012). As árvores consenso obtidas nas 
análises de ML e BI foram visualizadas e editadas com o software Figtree 1.4 (Rambaut 
2009). 
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Análises demográficas 
Utilizamos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu) (Tajima 1989; Fu 
1997) e análises de mismatch distribution (Rogers & Harpending 1992; Harpending 
1994), ambos implementados no ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer 2010), para 
investigar sinais de eventos demográficos nas populações e nos agrupamentos 
observados.  
Foram realizadas também análises de Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) 
com o software BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012) para inferir alterações no tamanho 
efetivo das populações/grupos ao longo do tempo (Heled & Drummond 2008). Para 
essas análises, nós dissociamos os modelos de substituição, relógio molecular e 
árvores para os conjuntos de dados COI e ITS2 e escolhemos um modelo linear de 
tamanho populacional constante. Assim como na BI, utilizamos o relógio relaxado 
lognormal para ambos os marcadores e a taxa de substituição de ITS2 foi estimada na 
análise. Os valores de operadores da EBSP e o valor inicial de tamanho populacional 
foram ajustados para melhorar o desempenho da análise de acordo com as 
recomendações do tutorial disponível na página do programa BEAST. Para cada 
simulação, duas corridas independentes com 100 milhões de gerações foram 
realizadas e árvores foram amostradas a cada 2000 gerações. Com o programa Tracer 
v1.5 (Rambaut & Drummond 2009) avaliamos a qualidade dos parâmetros e os gráficos 
finais foram gerados com base nos arquivos de saída “.csv” originados a partir dos 
resultados combinados. 
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Resultados 
Redes de haplótipos, diversidade genética e estrutura populacional 
Obtivemos sequências com cerca de 570pb para a região COI e 400pb para a 
ITS2, com 120 e 82 sítios polimórficos nas matrizes resultantes dos alinhamentos, 
respectivamente (Tabela 1). Nenhum códon de parada ou sítio ambíguo foi detectado 
nos eletroferogramas de COI, indicando ausência de pseudogenes nucleares ou numts 
nos nossos dados mitocondriais. A determinação das fases dos haplótipos ITS2 
resultou em 280 sequências resolvidas com probabilidade posterior acima de 0.9 e 
nenhum sinal de recombinação foi detectado. Foram obtidos 59 haplótipos COI e 45 
ITS que, em ambas as redes haplotípicas, encontram-se separados em dois grandes 
clados (por 64 e 32 passos mutacionais, respectivamente): um deles composto por 
todas as amostras da Amazônia (AM), do norte da Mata Atlântica (NAF) e das matas de 
galeria da diagonal seca (DD, clado I); e o outro contendo todas as amostras do sul da 
Mata Atlântica (SAF, clado II, Figura 2).   
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Tabela 1. Índices de diversidade genética e valores obtidos nos testes de neutralidade para as populações de Araneus 
venatrix. (N = nº indivíduos; S = nº sítios polimórficos; H = nº haplótipos; Hd = diversidade haplotípica; π = diversidade 
nucleotídica; d.p. = desvio padrão; D = D de Tajima; FS = FS de Fu). Em negrito, os valores estatisticamente significativos 
(p<0.05). 
Populações 
COI ITS2 
N S H Hd (d.p.) π (d.p.) D FS N S H Hd (d.p.) π (d.p.) D FS 
Alta Floresta 48 10 5 0.23 (0.08) 0.002 (0.001) -1.3 0.0 17 23 9 0.80 (0.06) 0.018 (0.010) 0.5 2.6 
Aracaju 4 1 2 0.50 (0.27) 0.001 (0.001) -0.6 0.2 4 1 2 0.43 (0.17) 0.001 (0.001) 0.3 0.5 
Belém 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 2 2 1.00 (0.50) 0.005 (0.006) 0.0 0.7 
Belo Horizonte 2 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 2 - - - - - - 
Boa Vista 10 5 3 0.64 (0.10) 0.004 (0.003) 1.3 2.4 9 18 9 0.95 (0.05) 0.018 (0.010) 0.1 -1.2 
Campo Grande 10 18 6 0.84 (0.10) 0.012 (0.007) 0.6 1.2 8 14 5 0.82 (0.06) 0.015 (0.008) 1.3 3.3 
Centenário do Sul 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Cruzeiro do Sul 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 2 2 1.00 (0.50) 0.005 (0.006) 0.0 0.7 
Macapá 9 2 3 0.72 (0.10) 0.002 (0.001) 1.0 0.2 10 11 4 0.80 (0.17) 0.011 (0.007) 0.0 1.0 
Maceió 7 2 2 0.48 (0.17) 0.002 (0.001) 0.7 1.7 7 1 2 0.14 (0.12) 0.000 (0.000) -1.1 -0.6 
Mata de São João 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 1 2 1.00 (0.50) 0.002 (0.003) 0.0 0.0 
Porto Velho 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 - - - - - - 
Santarém 9 7 4 0.75 (0.11) 0.003 (0.002) -1.3 0.2 6 17 4 0.83 (0.08) 0.023 (0.013) 1.9 4.6 
São José da Laje 10 2 3 0.73 (0.08) 0.002 (0.001) 1.0 0.3 10 3 4 0.57 (0.09) 0.002 (0.001) -0.6 -1.0 
São Luís 10 8 5 0.82 (0.10) 0.005 (0.003) 0.4 0.4 10 12 9 0.87 (0.06) 0.011 (0.006) 0.6 -0.8 
Teresina 8 4 5 0.86 (0.11) 0.002 (0.002) -1.0 -2.4 3 7 2 0.60 (0.17) 0.010 (0.007) 1.7 4.4 
Uberlândia 3 9 3 1.00 (0.27) 0.010 (0.009) 0.0 0.6 2 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Atibaia 19 9 5 0.70 (0.08) 0.004 (0.003) 0.0 1.3 10 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Campinas 3 6 3 1.00 (0.27) 0.007 (0.006) 0.0 0.1 2 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Campo Bom 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 1 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Cataguases 4 4 4 0.99 (0.18) 0.004 (0.003) 0.7 -1.6 4 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Gramado 1 0 1 1.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 0 - - - - - - 
Ibirama 2 3 2 1.00 (0.50) 0.005 (0.006) 0.0 1.1 3 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Itatiaia 7 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 9 2 2 0.12 (0.10) 0.001 (0.001) -1.2 0.1 
Jundiaí 5 4 4 0.90 (0.16) 0.004 (0.003) 1.0 -0.8 3 2 2 0.33 (0.21) 0.002 (0.002) -0.9 0.9 
Linhares 12 7 5 0.67 (0.14) 0.003 (0.002) -0.8 -0.4 14 2 2 0.14 (0.08) 0.001 (0.001) -0.7 0.6 
Pinhalzinho 4 4 3 0.83 (0.22) 0.004 (0.003) 0.7 0.4 3 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Sapiranga 16 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 11 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Ubatuba 6 4 3 0.73 (0.16) 0.004 (0.003) 1.8 1.3 4 0 1 0.00 (0.00) 0.000 (0.000) 0.0 0.0 
Viçosa 18 9 5 0.66 (0.10) 0.004 (0.003) -0.5 0.9 12 13 2 0.17 (0.10) 0.006 (0.004) -1.3 6.1 
Total 233 120 59 0.92 (0.01) 0.067 (0.032) 3.0 2.5 169 82 45 0.90 (0.01) 0.071 (0.034) 3.2 10.3 
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Figura 2. Locais de coleta e redes de haplótipos de Araneus venatrix, mostrando a separação entre os clados I e II (linhas 
tracejadas). As cores representam os agrupamentos para as sequências COI apontados pela análise no BAPS (dados extrapolados 
para a rede de haplótipos de ITS2, ver Figura 3); os tamanhos dos círculos representam as frequências dos haplótipos. N = número 
de indivíduos utilizados nas análises. 
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Os resultados das análises de estrutura populacional concordaram com essa 
divisão em dois haplogrupos: os valores mais altos de ΦST foram observados entre 
populações de clados diferentes (Tabela 2) e a AMOVA indicou que a maior parte da 
variação se encontra entre os clados I e II (94% e 84.7% para COI e ITS2, 
respectivamente, Tabela 3). Os testes de Mantel indicaram correlações significativas 
entre os valores de ΦST e as distâncias geográficas para ambos os conjuntos de dados 
(r = 0,35, p = 0,000); porém, quando os clados foram testados separadamente, foram 
detectados sinais de isolamento por distância apenas para as sequências COI do clado 
I (r = 0,27, p = 0,005) e para as ITS2 do clado II (r = 0,74, p = 0,000). 
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Tabela 2. Valores de ΦST entre pares de populações estimados com os marcadores COI (abaixo da diagonal) e ITS2 
(acima da diagonal). Em negrito, os valores estatisticamente significativos (p<0.05). 
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Alta Floresta - 0.45 0.31 - 0.30 0.07 0.37 0.12 0.14 0.51 0.32 - 0.09 0.54 0.36 0.24 0.19 0.91 0.88 0.86 0.89 - 0.88 0.91 0.88 0.93 0.86 0.91 0.87 0.90 
Aracaju 0.82 - 0.89 - 0.59 0.53 0.97 0.84 0.64 0.64 -0.23 - 0.50 0.48 0.69 0.81 0.97 1.00 0.99 0.99 1.00 - 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 1.00 0.99 0.96 
Belém -0.90 0.88 - - 0.49 0.31 0.88 0.64 0.35 0.94 0.73 - 0.27 0.86 0.28 0.48 0.95 1.00 0.99 0.98 1.00 - 0.99 0.99 0.98 0.99 0.96 1.00 0.99 0.96 
B. Horizonte 0.88 0.94 1.00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Boa Vista 0.47 0.72 -0.11 0.78 - 0.39 0.55 0.35 0.40 0.69 0.45 - 0.09 0.72 0.57 0.47 0.60 0.94 0.89 0.86 0.92 - 0.90 0.94 0.90 0.95 0.86 0.95 0.88 0.92 
C. Grande 0.72 0.46 0.14 0.46 0.54 - 0.22 0.18 0.21 0.60 0.37 - 0.18 0.62 0.28 0.17 0.36 0.94 0.91 0.89 0.93 - 0.91 0.95 0.92 0.96 0.89 0.95 0.91 0.93 
Cent. do Sul 0.91 0.95 1.00 1.00 0.81 -0.35 - 0.89 0.63 0.99 0.95 - 0.34 0.94 0.34 0.47 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 
Cruz. do Sul -0.90 0.88 0.00 1.00 -0.11 0.14 1.00 - 0.23 0.94 0.67 - 0.18 0.86 0.56 0.58 0.95 1.00 0.99 0.98 1.00 - 0.99 0.99 0.98 0.99 0.96 1.00 0.99 0.96 
Macapá 0.19 0.83 -0.42 0.89 0.40 0.52 0.91 -0.42 - 0.73 0.39 - 0.17 0.71 0.49 0.51 0.63 0.98 0.95 0.92 0.96 - 0.95 0.98 0.95 0.98 0.92 0.98 0.94 0.95 
Maceió 0.83 0.38 0.81 0.90 0.75 0.56 0.91 0.81 0.83 - 0.38 - 0.62 0.13 0.73 0.88 0.99 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00 1.00 0.97 
M. São João 0.83 0.85 1.00 1.00 0.67 0.29 1.00 1.00 0.83 0.76 - - 0.28 0.15 0.60 0.65 0.98 1.00 1.00 0.99 1.00 - 1.00 0.99 0.99 0.99 0.98 1.00 0.99 0.96 
Porto Velho 0.38 0.90 1.00 1.00 0.25 0.07 1.00 1.00 0.43 0.84 1.00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Santarém 0.12 0.73 -0.83 0.80 0.33 0.50 0.83 -0.83 0.17 0.76 0.68 0.08 - 0.65 0.40 0.27 0.31 0.93 0.87 0.83 0.90 - 0.88 0.94 0.89 0.95 0.82 0.94 0.86 0.92 
S. J. da Laje 0.82 0.11 0.80 0.89 0.76 0.58 0.91 0.80 0.82 0.20 0.74 0.83 0.76 - 0.74 0.86 0.95 0.99 0.99 0.99 0.99 - 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.97 
São Luís 0.66 0.18 0.21 0.68 0.55 0.49 0.72 0.21 0.55 0.36 0.34 0.37 0.49 0.28 - 0.07 0.59 0.96 0.93 0.92 0.95 - 0.93 0.96 0.94 0.97 0.92 0.96 0.93 0.94 
Teresina 0.07 0.80 -0.89 0.87 0.34 0.51 0.89 -0.89 0.18 0.81 0.79 0.27 0.07 0.80 0.51 - 0.65 0.98 0.96 0.93 0.97 - 0.96 0.98 0.96 0.99 0.92 0.99 0.95 0.95 
Uberlândia 0.74 0.57 -0.13 -0.20 0.55 0.32 0.44 -0.13 0.59 0.68 0.22 0.05 0.52 0.71 0.47 0.57 - 1.00 1.00 1.00 1.00 - 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00 1.00 0.96 
Atibaia 0.98 0.97 0.97 0.97 0.97 0.94 0.96 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97 0.96 0.97 0.96 - 0.00 1.00 0.00 - 1.00 -0.01 0.15 0.98 0.00 1.00 0.00 0.02 
Campinas 0.99 0.97 0.95 0.96 0.96 0.91 0.94 0.95 0.98 0.98 0.95 0.95 0.97 0.98 0.96 0.98 0.93 0.03 - 1.00 0.00 - 1.00 -0.14 -0.08 0.98 0.00 1.00 0.00 -0.10 
Campo Bom 0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.90 1.00 1.00 0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.99 0.96 0.98 0.91 0.34 0.00 - 1.00 - 0.00 0.98 0.94 0.98 1.00 0.00 1.00 0.78 
Cataguases 0.99 0.98 0.97 0.98 0.97 0.92 0.97 0.97 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.96 0.98 0.95 0.57 0.49 0.42 - - 1.00 -0.05 0.05 0.98 0.00 1.00 0.00 -0.02 
Gramado 0.99 0.99 1.00 1.00 0.97 0.90 1.00 1.00 0.99 0.99 1.00 1.00 0.98 0.99 0.96 0.98 0.92 0.41 0.14 1.00 0.61 - - - - - - - - - 
Ibirama 0.99 0.98 0.96 0.98 0.97 0.91 0.96 0.96 0.98 0.98 0.96 0.96 0.97 0.98 0.96 0.98 0.93 0.26 0.06 -0.20 0.44 -1.00 - 0.98 0.96 0.98 1.00 0.00 1.00 0.81 
Itatiaia 0.99 1.00 1.00 1.00 0.98 0.94 1.00 1.00 0.99 0.99 1.00 1.00 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98 0.63 0.77 1.00 0.84 1.00 0.86 - 0.07 0.98 -1.00 0.99 -0.19 0.02 
Jundiaí 0.99 0.98 0.97 0.98 0.97 0.92 0.97 0.97 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.96 0.98 0.95 0.00 -0.12 0.21 0.53 0.39 0.09 0.76 - 0.97 -1.00 0.99 -0.15 -0.02 
Linhares 0.99 0.98 0.97 0.98 0.97 0.94 0.97 0.97 0.98 0.98 0.98 0.97 0.97 0.98 0.97 0.98 0.96 0.14 0.18 0.45 0.61 0.50 0.30 0.74 0.06 - 0.97 0.99 0.98 0.90 
Pinhalzinho 0.99 0.98 0.97 0.98 0.97 0.92 0.97 0.97 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.96 0.98 0.95 -0.03 0.12 0.33 0.58 0.42 0.22 0.82 0.10 0.13 - 1.00 0.00 -0.90 
Sapiranga 0.99 1.00 1.00 1.00 0.99 0.96 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.99 1.00 0.98 0.99 0.99 0.65 0.85 0.00 0.89 1.00 0.90 1.00 0.80 0.76 0.87 - 1.00 0.88 
Ubatuba 0.99 0.98 0.97 0.97 0.97 0.93 0.97 0.97 0.98 0.98 0.97 0.97 0.97 0.98 0.96 0.98 0.95 0.08 -0.07 0.18 0.52 0.39 0.11 0.72 -0.12 0.18 0.18 0.75 - -0.16 
Viçosa 0.98 0.97 0.97 0.97 0.97 0.95 0.97 0.97 0.98 0.97 0.97 0.97 0.97 0.98 0.97 0.97 0.96 0.59 0.57 0.48 0.53 0.63 0.50 0.68 0.55 0.60 0.60 0.73 0.55 - 
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Tabela 3. Análises de variância molecular (AMOVA) baseadas nas sequências COI e ITS2 (g.l. = graus de liberdade; 
*p<0.001). 
Fonte da variação g.l. 
Soma dos 
quadrados 
Componentes da 
variância 
% da 
variação 
Índices de 
fixação 
COI      
Entre clados 1 3960,6 34,7 94,03 FCT = 0,94* 
Entre populações dentro dos clados 28 283,5 1,3 3,54 FST = 0,98* 
Dentro das populações 203 182,2 0,9 2,43 FSC = 0,59* 
ITS2      
Entre clados 1 3064,4 21,6 84,70 FCT = 0,85* 
Entre populações dentro dos clados 25 686,8 2,7 10,44 FST = 0,95* 
Dentro das populações 253 313,5 1,2 4,86 FSC = 0,68* 
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As análises bayesianas de estrutura populacional (BAPS) revelaram a mesma 
divisão em dois clados observada nas demais análises quando consideradas as 
sequências ITS2 e concatenadas (k = 2), mas indicaram uma partição ótima em três 
clusters (k = 3) para o conjunto de dados COI, subdividindo o clado I em dois clusters 
(Figura 3a). Quando cada clado foi analisado separadamente, as BAPS indicaram 
subdivisão com associação geográfica apenas para sequências COI do clado I, 
particionadas em três clusters distintos (k = 3): o primeiro predominantemente 
distribuído na Amazônia (cluster AM); o segundo com amostras provenientes da porção 
centro-sul do Brasil (cluster SC); e o terceiro com indivíduos amazônicos e do norte da 
Mata Atlântica (cluster NAF, Figuras 2 e 3b). Embora outras subdivisões dentro dos 
clados tenham sido observadas (para as sequências ITS2 do clado I e sequências COI 
do clado II), estes agrupamentos apresentaram sobreposição espacial e foram 
desconsiderados (Figuras 3b e 3c). Dessa forma, realizamos análises de variabilidade 
genética e demográficas adicionais para os quatro clusters mais informativos (Tabela 
4). 
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Figura 3. Resultados das análises bayesianas de estrutura populacional (BAPS) para o conjunto total de dados (a) e para 
os clados I (b) e II (c) separadamente. As cores representam os diferentes agrupamentos de indivíduos em cada análise 
e as frequências relativas dos mesmos nas populações. A seta indica a subdivisão adotada para o clado I; para o clado II, 
nenhuma subdivisão foi considerada. A distribuição geográfica dos quatro agrupamentos resultantes encontra-se 
representada com as mesmas cores na Figura 2. 
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Tabela 4. Índices de diversidade genética, testes de neutralidade e resultados das 
análises de mismatch distribution para os clados/clusters de Araneus venatrix. (N = nº 
indivíduos; Hd = diversidade haplotípica; π = diversidade nucleotídica; d.p. = desvio 
padrão; D = D de Tajima; FS = FS de Fu). Em negrito, os valores estatisticamente 
significativos (p<0.05). 
 N H Hd (d.p.) π (d.p) D FS 
Mismatch 
distribution 
COI        
   Clado I 135 35 0,812 (0,034) 0,007 (0,004) -1,70 -15,74 Não-unimodal 
       AM 93 20 0,620 (0,059) 0,003 (0,002) -2,34 -13,75 Unimodal 
       SC 13 6 0,846 (0,065) 0,012 (0,007) 1,87 2,31 Não-unimodal 
       NAF 29 9 0,852 (0,040) 0,003 (0,002) -0,99 -3,28 Unimodal 
   Clado II 98 24 0,915 (0,012) 0,007 (0,004) -1,01 -7,60 Unimodal 
ITS2        
   Clado I 93 38 0,933 (0,011) 0,020 (0,010) 0,14 -7,04 Não-unimodal 
   Clado II 76 7 0,630 (0,031) 0,015 (0,008) 0,36 11,18 Não-unimodal 
 
 
Inferências filogenéticas e tempos de divergência 
Os modelos de substituição nucleotídica que mais se adequaram aos conjuntos 
de sequências COI e ITS2 foram HKY+G e JC, respectivamente. As árvores resultantes 
das análises de ML e BI foram similares e a divisão em dois clados foi verificada em 
ambas (Figura 4). Algumas diferenças na topologia foram observadas no clado I devido 
ao baixo suporte estatístico de alguns nós (principalmente na árvore de ML, Figura 4). 
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Figura 4. Inferências filogenéticas por máxima verossimilhança (ML) e bayesiana (BI) 
obtidas com as sequências concatenadas de Araneus venatrix. A escala dos ramos 
está representada em número médio de substituições por sítio e as cores representam 
os clusters mitocondriais definidos pela análise no software BAPS. Nos nós, os valores 
de bootstrap (esquerda) e de probabilidade posterior (direita) dos clados principais.  
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A inferência bayesiana datada (Figura 5) indicou que A. venatrix divergiu no 
Mioceno (13,7 Ma, 95% HPD = 5,1-27,5 Ma), a separação entre os clados I e II ocorreu 
entre o final do Mioceno e o início do Plioceno (6,9 Ma, 95% HPD = 2,8-12,9 Ma) e a 
diversificação dentro de cada um dos clados ocorreu no Pleistoceno. No clado I, as três 
principais linhagens divergiram a partir de 1,9 Ma (95% HPD = 0,9–3,6 Ma) e foram 
bastante congruentes com os clusters COI apontados pelas análises BAPS (exceto por 
alguns indivíduos na linhagem predominantemente amazônica, Figura 5). A linhagem 
com a maioria dos indivíduos da região centro-sul foi a mais basal, mas a sobreposição 
nos intervalos de confiança (95% da maior densidade posterior, HPD) não permite 
inferências acerca da ordem dos eventos de divergência entre as três linhagens (Figura 
5). No clado II, a diversificação se iniciou há cerca de 0,8 Ma (95% HPD = 0,3–1,9 Ma) 
e, assim como nas BAPS, as linhagens não exibiram qualquer associação geográfica 
significativa (Figura 5). 
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Figura 5. Inferência bayesiana calibrada para as sequências concatenadas de Araneus 
venatrix. Os tempos de divergência dos principais nós encontram-se abaixo dos 
mesmos, com o intervalo de 95% HPD entre parênteses. Os quadrados pretos indicam 
os nós com probabilidade posterior > 0.7; as cores representam os agrupamentos para 
as sequências COI apontados pelas análises no BAPS (ver no mapa em detalhe). 
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Análises demográficas 
Os testes de neutralidade não indicaram sinais de eventos demográficos nas 
populações, exceto por um único valor negativo e significativo de FS para as 
sequências COI de Teresina (Tabela 1). Este resultado pode estar relacionado à 
composição haplotípica da população (já que o cálculo do FS considera as frequências 
dos haplótipos) e à maior sensibilidade deste indicador para detectar expansão 
demográfica em comparação ao D de Tajima. Quando os agrupamentos apontados 
pelas BAPS foram considerados, três dos 4 clusters COI apresentaram sinais de 
expansão, com valores negativos significativos de D e FS e curvas unimodais 
resultantes das análises de mismatch distribution (Tabela 4). Para as sequências ITS2, 
nenhum valor estatisticamente significativo foi encontrado (Tabela 4).  
As análises de EBSP indicaram expansão no clado I, enquanto o clado II teria 
permanecido relativamente estável durante os últimos seis milhões de anos (Figura 6). 
Quando subdividimos o clado I nos três clusters definidos por BAPS para as sequências 
COI (e extrapolando esses agrupamentos genéticos para as amostras nucleares), os 
gráficos indicaram que a mudança demográfica detectada no clado I se deve 
principalmente a uma expansão recente na linhagem amazônica (iniciada há 
aproximadamente 0,2 Ma, Figura 6). Porém, as sobreposições dos intervalos de 95% 
HPD para os tamanhos populacionais no presente e no passado (observadas tanto na 
análise do clado I como do grupo amazônico) sugerem que esses resultados devem ser 
interpretados com cautela. 
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Figura 6. Resultados das análises de EBSP para cada clado e para os agrupamentos 
detectados dentro do clado I (clusters apontados pelas BAPS). As linhas tracejadas 
indicam o intervalo de 95% HPD. 
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Discussão 
Diversidade genética e estrutura populacional de A. venatrix 
A diversidade de haplótipos de A. venatrix foi semelhante à reportada para outra 
espécie de Araneus (A. omnicolor, Peres et al., aceito), mas a variabilidade nucleotídica 
total foi alta em comparação a outras aranhas: cerca de 7% para ambas as regiões 
genômicas, enquanto as médias intraespecíficas em aranhas são de 2,5% e 1% para 
as regiões COI e ITS2, respectivamente (Robinson et al. 2009; Agnarsson 2010). No 
entanto, quando analisamos os clados I e II separadamente, observamos que a 
variação nucleotídica média cai para 0,7% entre as sequências COI e de 1,5 a 2% para 
ITS2, valores bem mais próximos aos obtidos para A. omnicolor (Peres et al., aceito). 
Esses resultados sugerem que A. venatrix é composta por duas espécies crípticas: uma 
distribuída em grande parte das florestas úmidas sul-americanas e a outra restrita ao 
sul da Mata Atlântica (SAF, Figura 2). Novas revisões taxonômicas e análises com mais 
marcadores moleculares ainda são necessárias para embasar essa afirmação. 
Com relação à estrutura populacional, os valores de ΦST significativos e 
relativamente altos (principalmente entre populações de diferentes clados) indicam que, 
embora a dispersão aérea (também conhecida como “balonismo”) já tenha sido descrita 
para outras espécies de Araneus (Bell et al. 2005), as distâncias geográficas e/ou 
características ambientais podem limitar o fluxo gênico entre populações desta espécie. 
Ramirez & Haakonsen (1999) já demonstraram por meio de marcadores genéticos que, 
mesmo em araneídeos cujo balonismo foi observado no campo, essa estratégia pode 
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ser pouco eficiente para dispersão a longas distâncias, como parece ocorrer em A. 
venatrix.  
Além disso, observamos uma estruturação espacial mais bem definida com o 
marcador mitocondrial, que apresentou maior resolução na distinção de clusters 
geográficos (Figuras 2 e 3). Incongruências similares já foram observadas em vários 
organismos, sendo a estrutura filogeográfica obtida com marcadores de herança 
uniparental geralmente mais evidente (Turchetto-Zolet et al. 2013; López-Uribe et al. 
2014). Uma das explicações para esses resultados em animais é a diferença nas 
características de dispersão de machos e fêmeas, além de características próprias dos 
marcadores (como a maior taxa de evolução e menor tamanho populacional efetivo do 
mtDNA) que podem acentuar essas discrepâncias (Prugnolle & de Meeus 2002; Toews 
& Brelsford 2012). Assim, o padrão que observamos sugere que a dispersão dos 
machos é mais eficiente em A. venatrix, o que é comum em espécies de aranhas cujas 
fêmeas adultas são maiores e mais sedentárias que os machos (Vollrath 1998; Legrand 
& Morse 2000) e que também foi detectado em A. omnicolor (Peres et al., aceito). 
Divergência entre clados 
As amostras de A. venatrix se dividem em dois clados: o primeiro distribuído na 
maior parte do território brasileiro (clado I) e o segundo restrito ao SAF (clado II, Figura 
2). Nenhuma das populações contém indivíduos de diferentes clados, mostrando que 
eles não são espacialmente sobrepostos, apesar de serem praticamente contíguos na 
região Centro-Sul do Brasil. Nessa região, os indivíduos do clado II ocorrem 
principalmente em florestas ombrófilas densas da AF, enquanto as populações do clado 
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I geograficamente adjacentes se localizam no limite entre floresta estacional semi-
decidual e Cerrado; assim, a descontinuidade genética marcante no Centro-Sul parece 
estar relacionada à fisionomia da vegetação onde as populações ocorrem. Oliveira-
Filho & Fontes já haviam descrito que essas duas fitofisionomias da AF exibem grandes 
diferenças florísticas que são especialmente bruscas na região sudeste, coincidindo 
com a divisão que encontramos (Oliveira-Filho & Fontes 2000). Pinto-da-Rocha et al. 
também reportaram esse contraste em um estudo sobre diversidade faunística de 
opiliões do SAF, em que observaram que matas ombrófilas costeiras apresentaram 
níveis de endemismo muito maiores do que florestas semi-deciduais (Pinto-da-Rocha et 
al. 2005). Essa diferenciação foi atribuída a eventos geomorfológicos e climáticos do 
passado, como o surgimento de serras nas áreas costeiras e a expansão de gramíneas 
nas regiões atualmente ocupadas por mata estacional semi-decidual (Pinto-da-Rocha et 
al. 2005). 
A inferência bayesiana com datação molecular indicou que a divergência entre 
os clados de A. venatrix ocorreu entre o fim do Mioceno e início do Plioceno (Figura 5), 
possivelmente como consequência da separação das florestas úmidas no Terciário. 
Esse resultado sugere que o aumento da aridez na América do Sul foi determinante 
para a diferenciação dos clados, e que a ocorrência restrita das populações do clado II 
em florestas ombrófilas densas parece ter sido influenciada por fatores históricos, e não 
apenas adaptação ecológica recente à fitofisionomia das áreas em que se encontram. 
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Diversificação dentro dos clados  
Nossos dados sugerem que as oscilações climáticas do Pleistoceno 
influenciaram a diversificação de A. venatrix, como já foi observado para diversos 
grupos neotropicais (Martins 2011; Turchetto-Zolet et al. 2013). No clado I, três 
principais linhagens com associação geográfica (detectadas pelo mtDNA) divergiram 
nesse período: a primeira constituída por todas as populações amazônicas e alguns 
indivíduos de populações da DD; a segunda composta por todas as populações da NAF 
e uns poucos indivíduos da AM (parte da população de São Luís); e a terceira com 
populações da DD e áreas de transição entre DD e AF, todas na região Centro-Sul do 
Brasil (Figura 2). As duas primeiras apresentaram sinais de expansão demográfica, 
mas apenas a linhagem predominantemente amazônica teve uma expansão recente 
detectada pelos dois marcadores (~0.2 Ma, Figura 6). A diversificação no clado II 
também foi datada do Pleistoceno, mas não foram observadas linhagens mitocondriais 
com associações geográficas distintas como no clado I.  
As estimativas de tempos de divergência entre e dentro dos clados mostram que 
tanto eventos históricos do Terciário como do Quaternário parecem ter contribuído para 
moldar a diversidade genética e distribuição de A. venatrix. Esse padrão é consistente 
para vários táxons neotropicais (Batalha-Filho et al. 2013a; Turchetto-Zolet et al. 2013; 
Fouquet et al. 2014) e mostra que a biodiversidade encontrada nessa região não pode 
ser atribuída a processos de um único período geológico (Rull 2008, 2011; Turchetto-
Zolet et al. 2013).  
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História biogeográfica das florestas úmidas neotropicais 
Registros paleoclimáticos e paleopalinológicos indicam que até o Eoceno o clima 
na Terra era mais quente que o atual e as florestas úmidas ocupavam sua máxima área 
de distribuição quando, a partir do Oligoceno, eventos de esfriamento e ressecamento 
globais provocaram a redução gradativa dessas florestas (Morley 2000; Zachos et al. 
2001). Um dos episódios mais drásticos ocorreu há cerca de 15 Ma, após um período 
conhecido como Ótimo Climático do Mioceno Médio (Middle Miocene Climatic Optimum, 
MMCO), e parece estar relacionado à expansão de áreas secas e abertas em várias 
partes do mundo, inclusive na América do Sul  (Bigarella et al. 1975; Flower & Kennett 
1994; Morley 2000; Zachos et al. 2001; Zanella 2011). A divergência que observamos 
entre os clados I e II de A. venatrix corrobora a retração das florestas úmidas no 
Mioceno, propiciando o isolamento da SAF e fazendo com que sua história evolutiva 
fosse independente desde então.  
Nossos dados sugerem ainda que acontecimentos mais recentes também 
influenciaram a formação dessas florestas: a similaridade genética entre as amostras 
do clado I (AM, NAF, florestas semi-deciduais na região SC e matas de galeria na DD) 
é uma evidência de que estas populações, hoje em regiões descontínuas, 
permaneceram parcialmente conectadas há até cerca de 1,9 Ma, quando as linhagens 
começaram a divergir (Figura 5). Conexões pleistocênicas entre essas regiões de 
florestas úmidas já foram reportadas em diversos estudos, indicando a existência de 
diferentes corredores entre AM e NAF durante este período (Martins et al. 2009; Pavan 
et al. 2011; Batalha-Filho et al. 2013a; b; López-Uribe et al. 2014).  
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Os resultados obtidos para A. venatrix sugerem algumas regiões de rotas de 
conexão pleistocênicas entre biomas. Por exemplo: a população de São Luís, situada 
na borda leste da AM, apresenta indivíduos que se agrupam na linhagem do NAF, 
indicando que o fluxo gênico entre populações dessas áreas foi mantido até 
recentemente (Figuras 2 e 5). Esse resultado corrobora a existência de uma ligação 
histórica entre as florestas úmidas via nordeste brasileiro (área atualmente ocupada 
pelo bioma Caatinga), o que também é indicado por padrões filogeográficos de diversos 
organismos (Costa 2003; Cabanne et al. 2008; Batalha-Filho et al. 2013a; Fouquet et al. 
2014). Embora a Caatinga pareça ter surgido no Terciário (AbʼSáber 1974; Queiroz 
2006), seus “brejos de altitude” (regiões montanhosas úmidas em meio à vegetação 
seca) podem representar relictos da existência de florestas úmidas nessa região 
durante o Pleistoceno (De Oliveira et al. 1999; Tabarelli & Santos 2004; Batalha-Filho et 
al. 2013a), o que teria permitido a migração de indivíduos entre AM e NAF. 
Além do leste da AM, também observamos sobreposição geográfica de 
linhagens na região Centro-Sul do Brasil, onde duas populações de matas de galeria do 
Cerrado possuem alguns indivíduos geneticamente mais próximos aos amazônicos 
(Figura 2). Alguns autores já propuseram ligações pleistocênicas entre AM e AF através 
do Cerrado (Costa 2003; Batalha-Filho et al. 2013a), e modelagens paleoclimáticas 
para esses biomas apoiam que rotas, tanto através da região centro-sul como pelo 
nordeste do país, tenham conectado essas florestas (Sobral-Souza et al., em 
preparação). Entretanto, a ocorrência de indivíduos da linhagem predominantemente 
amazônica em populações da DD também pode indicar contato secundário devido à 
expansão da Amazônia, o que foi corroborado pela expansão demográfica recente 
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detectada para o grupo amazônico em nossas análises (~0,2 Ma, Figura 6). Mais 
estudos são necessários para que possamos definir com mais clareza os processos 
responsáveis pela mistura de linhagens nessas populações. 
Assim, os resultados que obtivemos nos permitem inferir que os processos 
históricos relacionados à separação entre Amazônia e Mata Atlântica são complexos, e 
a diversificação da fauna e da flora de cada bioma reflete os intensos rearranjos que 
afetaram a paisagem da América do Sul desde o Terciário. 
Heterogeneidade da AF e o viés da compartimentalização dos biomas 
As populações de A. venatrix do NAF são geneticamente mais próximas às da 
AM e DD do que às do SAF, o que é uma forte evidência de que a formação da AF não 
ocorreu de maneira uniforme ao longo de sua distribuição. Oliveira-Filho & Fontes 
(Oliveira-Filho & Fontes 2000) já haviam detectado profundas diferenças florísticas 
entre NAF e SAF, assim como estudos com vertebrados já haviam sugerido que a AF 
seria um bioma composto, ou “híbrido”, com táxons e histórias biogeográficas diferentes 
em suas porções (Cracraft & Prum 1988; Oliveira-Filho & Fontes 2000; Costa 2003; 
Silva et al. 2012).  
Trabalhos recentes também têm encontrado uma quebra filogeográfica latitudinal 
e diferenças marcantes entre as porções norte e sul coincidentes com as que 
observamos, o que tem sido atribuído a diferenças no impacto das oscilações climáticas 
do Quaternário sobre cada região (Martins 2011; Turchetto-Zolet et al. 2013). Segundo 
esses trabalhos, o NAF teria experimentado maior estabilidade ambiental do que o 
SAF, cujas áreas de florestas úmidas teriam sofrido retrações e expansões (“refúgios”) 
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mais drásticas durante esse período (Carnaval & Moritz 2008; Carnaval et al. 2009; 
Martins 2011). Entretanto, nossos dados mostraram que a separação entre NAF e SAF 
pode ser resultado de processos mais antigos e complexos, com influências de 
conexões com outras áreas de florestas na formação e diversificação do bioma. Em um 
estudo com pequenos mamíferos, Costa já havia apontado que os táxons encontrados 
nas porções norte e sul da AF frequentemente não eram irmãos, mas se agrupavam a 
táxons de outras regiões (Costa 2003), assim como observamos para a linhagem do 
NAF de A. venatrix. Além disso, Pavan et al. (2011), que encontraram um padrão 
filogeográfico semelhante ao nosso para o morcego neotropical Carollia perspicillata, já 
haviam hipotetizado que diferentes eventos de colonização podem explicar as 
dissimilaridades entre NAF e SAF melhor do que fragmentação do bioma no 
Pleistoceno (Pavan et al. 2011).  
Essas evidências indicam que a história biogeográfica reconstruída para a AF, 
assim como para toda a região Neotropical, pode variar conforme o organismo 
estudado. Embora eventos climáticos e/ou geológicos possam ter influenciado a 
diferenciação latitudinal de alguns elementos endêmicos da AF, essa quebra pode 
refletir diferentes colonizações das porções norte e sul por táxons amplamente 
distribuídos em várias florestas úmidas. Assim, embora os estudos baseados em um 
determinado bioma revelem processos evolutivos importantes nessas áreas, eventos 
históricos mais complexos podem estar sendo mascarados, uma vez que os biomas 
não podem ser considerados unidades biogeograficamente isoladas das demais. Uma 
amostragem ampla, que abranja não apenas um grupo em determinada região, mas 
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todas as adjacências, evita essa compartimentalização e possibilita a elaboração de 
hipóteses mais robustas. 
 
Conclusões 
Eventos climáticos e processos geotectônicos do Terciário e do Quaternário 
contribuíram para moldar os padrões filogeográficos observados em A. venatrix, 
sugerindo que os processos relacionados à formação das florestas úmidas na América 
do Sul não podem ser atribuídos a apenas um período. Investigar grupos ainda pouco 
explorados, como artrópodes, é fundamental para que a história biogeográfica da região 
Neotropical seja totalmente compreendida, já que particularidades fisiológicas e 
comportamentais de cada espécie podem ser afetadas de diferentes maneiras. Acima 
de tudo, nosso trabalho mostra que estudar apenas um bioma Neotropical pode 
mascarar os reais eventos responsáveis pela formação de todo o conjunto. 
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DISCUSSÃO GERAL 
Diversidade genética e tempos de divergência em A. omnicolor e A. 
venatrix 
Embora em escalas geográficas distintas, os resultados obtidos para A. 
omnicolor e A. venatrix neste trabalho revelaram aspectos em comum. Em ambas as 
espécies foram observados altos índices de variabilidade haplotípica, mas as 
diversidades nucleotídicas estimadas por ambos os marcadores foram baixas 
(considerando cada clado, no caso de A. venatrix) em comparação às médias 
intraespecíficas para aranhas (2,15 e 1% para as regiões COI e ITS2, respectivamente, 
Robinson et al. 2009; Agnarsson 2010).  
Nossas análises mostraram ainda que a estrutura filogeográfica detectada por 
meio do marcador mitocondrial é mais evidente em comparação ao marcador nuclear 
nas duas espécies, um padrão comum em estudos com diversos grupos taxonômicos 
(Turchetto-Zolet et al. 2013). Essa incongruência é comumente atribuída a diferenças 
no comportamento migratório de machos e fêmeas (Prugnolle & de Meeus 2002), 
embora outras explicações (como diferenças no tempo de coalescência das regiões, 
introgressão, seleção natural ou mesmo polimorfismo ancestral) não possam ser 
descartadas (Toews & Brelsford 2012). Tendo em vista que migração diferencial entre 
os sexos é um padrão muito comum em aranhas como as do gênero Araneus (cujas 
fêmeas adultas são maiores e ficam mais tempo junto às teias e os machos são 
menores e mais vágeis), nossos resultados indicam que a dispersão dos machos pode 
ser importante na manutenção no fluxo gênico nessas espécies. 
104 
 
As inferências filogenéticas calibradas em nosso estudo indicaram que tanto A. 
omnicolor como A. venatrix divergiram no Terciário (há cerca de 6,4 Ma e 13,7 Ma, 
respectivamente, embora essa comparação deva ser feita com cautela devido à 
utilização de apenas sequências COI na inferência para A. omnicolor). Entretanto, uma 
profunda separação das amostras de A. venatrix em dois grupos genéticos tem datação 
muito próxima (6,9 Ma) à origem de A. omnicolor, o que pode indicar que esses dois 
clados sejam espécies crípticas. Essa hipótese é reforçada pela inferência bayesiana 
preliminar que construímos acrescentando sequências COI de outras espécies de 
Araneus, que mostra que os clados de A. venatrix são estatisticamente bem suportados 
e tão distintos entre si quanto das demais espécies (Anexo II). Uma revisão taxonômica 
completa e mais criteriosa e análises com mais marcadores genéticos são 
fundamentais para que esta questão seja devidamente elucidada. 
Apesar da origem no Terciário, toda ou a maior parte da variabilidade 
intraespecífica em A. omnicolor e A. venatrix é datada do Quaternário. Esse padrão, 
com divergências profundas de linhagens basais e grande radiação de linhagens no 
Pleistoceno já foi observado para muitos grupos Neotropicais (como mostra a revisão 
de Turchetto-Zolet et al. 2013) e corrobora a hipótese de que eventos geotectônicos e 
climáticos de diversos períodos foram importantes para a formação da biodiversidade 
neotropical (Rull 2008, 2011).  
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Eventos biogeográficos históricos na América do Sul inferidos a partir 
dos padrões filogeográficos de A. omnicolor e A. venatrix 
Os padrões demográficos obtidos para as espécies estudadas indicaram 
processos históricos intrigantes na América do Sul. A espécie subtropical A. omnicolor, 
por exemplo, teria experimentado estabilidade de nicho durante todo o Pleistoceno 
tardio, um padrão que contraria a intensa modificação na paisagem da região neste 
período (Behling 1998, 2002). Características como grande capacidade de dispersão 
(principalmente entre os machos) e grande tolerância a variações ambientais, que 
permite sua ocorrência em diversas formações florestais, podem estar relacionadas a 
essa estabilidade. Esses resultados ressaltam a importância de mais estudos com 
organismos com características ecológicas e comportamentais distintas para que os 
eventos históricos que afetaram a fauna e a flora da região subtropical da América do 
Sul sejam mais bem compreendidos. 
Com relação à A. venatrix, amplamente distribuída por toda a região Neotropical, 
a divergência entre dois clados genéticos (um restrito à porção sul da Mata Atlântica e 
outro distribuído em todo o restante do território brasileiro) sugere que eventos 
demográficos anteriores ao Pleistoceno influenciaram a história evolutiva dessa espécie 
e, por consequência, que a separação das florestas úmidas neotropicais (Amazônia e 
Mata Atlântica) teria se iniciado ainda no Terciário. Entretanto, certa conectividade entre 
esses biomas parece ter sido mantida até o Quaternário, já que existem indícios de 
possíveis rotas de conexão pleistocênicas (pelo nordeste brasileiro ou através do atual 
Cerrado) entre populações atualmente isoladas de A. venatrix. 
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Além disso, as análises filogeográficas para A. venatrix indicam que os eventos 
ligados à diversificação das florestas úmidas neotropicais não são completamente 
independentes: a proximidade genética entre as populações amazônicas e as do norte 
da Mata Atlântica sugere que as diferentes porções deste bioma passaram por 
processos evolutivos distintos, um cenário mais complexo do que vicariância entre 
grupos do norte e sul de sua distribuição como defendem diversos trabalhos (alguns 
exemplos são encontrados nas revisões de Martins 2011 e Turchetto-Zolet et al. 2013). 
Portanto, nossos dados sugerem que a história biogeográfica reconstruída para a Mata 
Atlântica (assim como para os demais biomas Neotropicais) pode variar 
substancialmente conforme o grupo estudado, apontando para a necessidade de mais 
trabalhos com grupos amplamente distribuídos entre os biomas da América do Sul. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Sendo este o primeiro estudo a utilizar marcadores moleculares para investigar 
padrões evolutivos em espécies Neotropicais do gênero Araneus, nossos resultados 
são essenciais para o conhecimento geral do grupo e possibilitam futuras análises 
comparativas na região. Os padrões que observamos mostraram que aranhas são bons 
modelos para a investigação de eventos do passado e que estudar táxons de ampla 
ocorrência em diferentes biomas é fundamental para o esclarecimento dos processos 
relacionados à história biogeográfica da América do Sul.  
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Anexos 
 
Anexo I. Códigos, sexo (F = fêmea; M = macho) e localidades/datas de coleta dos 
espécimes de Araneus omnicolor e A. venatrix utilizados neste estudo. 
Espécie Código Sexo Localidade Lat Long Data de coleta 
Araneus omnicolor AOFCEN01 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN02 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN03 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN04 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN05 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN06 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN07 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN08 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN10 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN11 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN12 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN13 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFCEN14 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO01 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO02 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO03 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO04 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO05 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO06 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO08 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO09 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFFLO10 F Florestópolis - PR -22.707 -51.393 19/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI03 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI04 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI05 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI06 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI10 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI11 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI12 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI13 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI14 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI15 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI16 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI17 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI18 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI19 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFMDI20 F Teodoro Sampaio - SP -22.515 -52.318 20/04/2013 
Araneus omnicolor AOFAPA01 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFAPA02 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFAPA06 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFAPA08 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE01 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE02 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE03 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
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Araneus omnicolor AOFSGE04 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE05 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE06 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFSGE07 F Campinas - SP -22.815 -46.942 27/04/2010 
Araneus omnicolor AOFDAE01 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFDAE02 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOMDAE01 M Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOMDAE02 M Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFJAP01 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFJAP02 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC01 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC02 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC03 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC04 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC05 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC06 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC07 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC08 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC09 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC10 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC11 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC12 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFTVC13 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus omnicolor AOFIBI01 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI02 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI03 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI04 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI05 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI06 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI07 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI08 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI09 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI10 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI11 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI12 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI13 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI14 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI15 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI16 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI17 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI18 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFIBI19 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOMIBI01 M Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOMIBI02 M Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus omnicolor AOFGRA01 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA02 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA03 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA04 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA05 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA06 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA07 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
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Araneus omnicolor AOFGRA08 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFGRA09 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus omnicolor AOFRSA01 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA02 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA03 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA04 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA05 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA06 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA07 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA08 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA09 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA10 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA11 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA12 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA13 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA14 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA15 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA16 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA17 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA18 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA19 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA20 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSA21 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOMRSA01 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOMRSA02 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB02 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB03 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB04 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB05 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB06 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB07 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOFRSB08 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOMRSB01 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOMRSB02 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus omnicolor AOMRSB03 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AGFATI01 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI02 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI03 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI04 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI05 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI06 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI07 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI08 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI09 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI10 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI11 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI12 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI13 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI14 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI15 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI16 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
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Araneus venatrix AGFATI17 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI18 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFATI19 F Atibaia - SP -23.250 -46.617 31/12/2011 
Araneus venatrix AGFAPA01 F Campinas - SP -22.909 -47.021 27/04/2010 
Araneus venatrix AGFAPA02 F Campinas - SP -22.909 -47.021 27/04/2010 
Araneus venatrix AVFSGE01 F Campinas - SP -22.909 -47.021 27/04/2010 
Araneus venatrix AVFCPB01 F Campo Bom - RS -29.682 -51.058 25/04/2013 
Araneus venatrix AXFCAT05 F Cataguases - MG -21.367 -42.700 12/12/2011 
Araneus venatrix AXFCAT06 F Cataguases - MG -21.367 -42.700 12/12/2011 
Araneus venatrix AXFCAT08 F Cataguases - MG -21.367 -42.700 12/12/2011 
Araneus venatrix AXMCAT01 M Cataguases - MG -21.367 -42.700 12/12/2011 
Araneus venatrix AVFGRA01 F Gramado - RS -29.368 -50.879 26/04/2013 
Araneus venatrix AGFIBI02 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus venatrix AGFIBI03 F Ibirama - SC -27.040 -49.464 22/03/2012 
Araneus venatrix UFMG10721 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10725 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10726 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10730 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10731 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10735 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix UFMG10747 F Itatiaia - RJ -22.455 -44.608 15/11/2011 
Araneus venatrix AGFDAE01 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus venatrix AVFJAP01 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus venatrix AVFJAP07 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus venatrix AVFJAP10 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus venatrix AVFJAP11 F Jundiaí - SP -23.243 -46.954 09/02/2010 
Araneus venatrix LinharesF01 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesF02 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesF03 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesF04 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesF09 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesF10 F Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM02 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM03 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM04 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM09 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM10 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix LinharesM11 M Linhares - ES -19.127 -39.934 01/01/2012 
Araneus venatrix AVFPIN01 F Pinhalzinho - SP -22.733 -46.562 15/03/2013 
Araneus venatrix AVFPIN02 F Pinhalzinho - SP -22.733 -46.562 15/03/2013 
Araneus venatrix AVFPIN03 F Pinhalzinho - SP -22.733 -46.562 15/03/2013 
Araneus venatrix AVFPIN04 F Pinhalzinho - SP -22.733 -46.562 15/03/2013 
Araneus venatrix AVFRSA03 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSA05 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSA09 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB02 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB03 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB04 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB05 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB06 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB07 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
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Araneus venatrix AVFRSB08 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB09 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB11 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB13 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB14 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFRSB16 F Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVMRSA03 M Sapiranga - RS -29.599 -51.050 02/03/2010 
Araneus venatrix AVFUBA01 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix AVFUBA02 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix AVFUBA03 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix AVFUBA04 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix AVFUBA05 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix AVFUBA06 F Ubatuba - SP -23.434 -45.085 27/03/2011 
Araneus venatrix V10 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V11 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V12 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V17 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V18 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V19 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V20 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V21 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V22 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V24 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V26 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V35 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V36 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V37 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V38 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V40 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V42 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix V43 F Viçosa - MG -20.756 -42.863 12/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA01 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA02 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA03 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA04 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA06 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA07 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA08 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA09 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA10 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA11 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFA12 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB01 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB02 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB03 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB04 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB05 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB06 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB07 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB08 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB09 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
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Araneus venatrix AVFAFB10 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB11 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB12 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB13 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB14 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB15 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB16 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB17 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB18 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB19 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB20 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB21 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB22 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB23 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB24 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB25 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB26 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB27 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB28 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB29 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFB30 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVMAFB01 M Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC01 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC02 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC03 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC04 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC05 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFAFC06 F Alta Floresta - MT -9.894 -56.309 23/02/2011 
Araneus venatrix AVFBEL01 F Belém - PA -1.427 -48.463 05/06/2010 
Araneus venatrix BH08 F Belo Horizonte - MG -19.881 -43.970 15/02/2011 
Araneus venatrix BH09 F Belo Horizonte - MG -19.881 -43.970 15/02/2011 
Araneus venatrix AVFCOP01 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFCOP02 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFCOP03 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFCOP04 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFCOP05 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFPGD01 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFPGD02 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFPGD03 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFPGD04 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AVFUFR01 F Boa Vista - RR 2.767 -60.696 06/07/2013 
Araneus venatrix AGFCPG01 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG02 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG03 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG04 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG05 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG06 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG07 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG08 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG10 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
Araneus venatrix AGFCPG11 F Campo Grande - MS -20.433 -54.717 06/03/2012 
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Araneus venatrix AVFCEN01 F Centenário do Sul - PR -22.866 -51.573 19/04/2013 
Araneus venatrix AVFCRS01 F Cruzeiro do Sul - AC -7.761 -72.379 20/05/2010 
Araneus venatrix AVFMAC01 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC02 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC03 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC04 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC05 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC07 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC08 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFMAC10 F Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVMMAC01 M Macapá - AP -0.001 -51.084 22/07/2013 
Araneus venatrix AVFPOV01 F Porto Velho - RO -8.834 -63.939 28/06/2013 
Araneus venatrix AVFSAN01 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVFSAN02 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVFSAN03 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVFSAN04 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVFSAN05 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVFALT01 F Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVMALT01 M Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVMALT02 M Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AVMALT03 M Santarém - PA -2.518 -54.937 15/07/2013 
Araneus venatrix AGFMAR01 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AGFMAR03 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AGFMAR04 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AGFMAR05 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AGFMAR06 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AGFMAR09 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AVFMAR01 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AVFMAR02 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AVFMAR03 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix AVFMAR04 F São Luís - MA -2.642 -44.137 10/05/2013 
Araneus venatrix Teresina01 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina02 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina03 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina04 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina05 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina06 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina07 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix Teresina08 F Teresina - PI -4.904 -42.814 01/05/2011 
Araneus venatrix AVFUBE01 F Uberlândia - MG -18.952 -48.204 22/03/2013 
Araneus venatrix AVFUBE02 F Uberlândia - MG -18.952 -48.204 22/03/2013 
Araneus venatrix AVFUBE03 F Uberlândia - MG -18.952 -48.204 22/03/2013 
Araneus venatrix Aracaju01 F Aracaju - SE -10.888 -37.0538 31/01/2014 
Araneus venatrix Aracaju02 F Aracaju - SE -10.888 -37.0538 31/01/2014 
Araneus venatrix Aracaju03 F Aracaju - SE -10.888 -37.0538 31/01/2014 
Araneus venatrix Aracaju04 F Aracaju - SE -10.888 -37.0538 31/01/2014 
Araneus venatrix Maceio01 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix Maceio02 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix Maceio03 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix Maceio04 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix Maceio05 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
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Anexo I. Continuação. 
Araneus venatrix Maceio06 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix Maceio07 F Maceió - AL -9.451 -35.831 02/02/2014 
Araneus venatrix PF01 F Mata de São João - BA -12.572 -38.030 30/01/2014 
Araneus venatrix SJL01 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL03 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL04 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL05 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL06 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL07 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL08 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL09 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL10 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
Araneus venatrix SJL11 F São José da Laje - AL -8.976 -36.094 04/02/2014 
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Anexo II. Inferência filogenética bayesiana (BI)* construída com sequências COI de 9 
espécies de Araneus e dois grupos externos [Gasteracantha cancriformis (Araneidae) e 
Nephila clavipes (Nephilidae)]. Os valores de probabilidade posterior encontram-se 
abaixo dos nós e a escala dos ramos está representada em número médio de 
substituições por sítio.  
 
 
 
*BI implementada no programa BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012) aplicando-se o 
modelo de substituição nucleotídica HKY+G+I e relógio molecular estrito. Foram 
conduzidas duas análises independentes com 50 milhões de gerações cada e árvores 
amostradas a cada 2000 gerações. A qualidade dos parâmetros foi avaliada no 
programa Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2009) e as primeiras 2500 árvores foram 
descartadas. A árvore consenso foi visualizada e editada com o programa Figtree 1.4 
(Rambaut 2009). 
 
